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A nanotecnologia é uma ciência em expansão e dentre as suas aplicações, 
destaca-se o uso de nanopartículas (NPs) de óxido de níquel. O objetivo deste 
estudo foi investigar o efeito citotóxico de diferentes suspensões de 
nanopartículas de óxido de níquel, frente a viabilidade de células de 
fibroblastos (linhagem NIH-3T3) e de queratinócitos (linhagem HaCat). Assim, 
neste trabalho, realizou-se a síntese, caracterização e preparação de 
suspensões de óxido de níquel por meio de três metodologias, utilizando-se 
diferentes precursores metálicos (NiCl2, NiCl₂.6H₂O ou Ni(C2H3O2)2·4H2O) e/ou 
solventes (água ou etanol). As formulações produzidas foram denominadas 
respectivamente: NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc e foram caracterizadas por 
difratometria de raios – X (DRX), termogravimetria (TG), análise textural 
(B.E.T.), microscopia eletrônica de transmissão (MET) e espectroscopia de 
infravermelho (FTIR). As suspensões foram caracterizadas por espalhamento 
dinâmico de luz (DLS) e foi feito um estudo da estabilidade dessas, usando 
como parâmetros o potencial zeta, o diâmetro hidrodinâmico, o índice de 
polidispersão (PDI) e o pH. O teor de níquel em suspensão foi quantificado por 
espectroscopia de absorção atômica (EAA). Por meio das análises de DR-X 
notou-se; respectivamente, que NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc apresentaram 
diâmetro médio de 13, 19 e 21 nm e, por meio da análise de B.E.T., verificou-
se que a área superficial destas NPs foram de 33, 31 e 27 m2/g 
respectivamente. Em relação à análise TG, verificou-se que a formação de 
óxido de níquel ocorreu acima de 385 °C para as três formulações 
investigadas. Também, foi notado que estas formulações apresentaram forma, 
predominantemente esférica e com tendência à aglomeração. Quanto a 
estabilidade observou-se que a formulação NiO-Et manteve - se estável em 
todos os parâmetros avaliados, enquanto que as demais formulações 
apresentaram estabilidade moderada. Ainda, o efeito citotóxico das três 
formulações foi avaliado pelo método do MTT e notou-se que todas as 
formulações induziram maior citotoxicidade com o aumento da dose e tempo 
de tratamento.  





Nanotechnology is a science in expansion and among its applications, there is 
the use of nanoparticles (NPs) of nickel oxide. However, there are few studies 
on the toxicity of these types of NPs especially those involving occupational 
risk. The aim of this study was to investigate the cytotoxic effect of different 
suspensions of nickel oxide nanoparticles front viability of fibroblast cells (NIH-
3T3 line) and keratinocytes (HaCaT line). In this work, we carried out the 
synthesis, characterization and preparation of nickel oxide slurries by using 
three methods where different metal precursor were used (NiCl2, NiCl₂.6H₂O or 
Ni (C2H3O2)2•4H2O) and/or solvents (water or ethanol). The produced 
formulations were called: NiO-Cl, NiO-Et and NiO-OAc and were characterized 
by - ray diffraction (XRD), thermogravimetry (TG), texture analysis (B.E.T.), 
transmission electron microscopy (TEM) and infrared spectroscopy (FTIR). The 
suspensions were characterized by light scattering (DLS) and was made a 
study of the stability of these parameters using as the zeta potential, the 
hydrodynamic diameter, the polydispersity index (PDI) and pH. The nickel 
content of the suspension was quantified by atomic absorption spectroscopy 
(AAS). Through DR-ray analyzes are noted, respectively, that NiO-Cl, NiO-Et 
NiO-OAc had an average diameter of 13, 19 and 21 nm, and B.E.T. analysis, it 
was found that the surface area these NPs were 33, 31 and 27 m2/g 
respectively. Regarding the TG analysis showed that the nickel oxide formation 
occurred above 385 °C for three fomulações investigated. Also, it was noted 
that these formulations exhibited form predominantly spherical and prone to 
agglomeration. The stability was observed that the NiO-Et formulation 
maintained - stable in all parameters, while the other formulations showed 
moderate stability. Also, the cytotoxic effect of the three formulations was 
evaluated by the MTT method, and it was observed that all formulations 
induced higher cytotoxicity with increasing dose and duration of treatment. In 
most cases it was noticed greater cytotoxic effect at 72 h in the NIH-3T3 line. 
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horas de tratamento. As células NIH-3T3 foram tratadas com doses de 10, 50 e 100 
µg/mL e H2O. Todos os dados foram normalizados com H2O e Médias ± DP de três 
triplicatas que são apresentados como P ˃ 0.05; * P ≤ 0.05; ** P ≤ 0.01, *** P ≤ 0,001; 







Figura 28. Distribuição da viabilidade celular segundo a concentração de nanopartículas 
de NiO-Et em linhagem celular NIH-3T3 avaliada após 24, 48 e 72 horas de tratamento. 
As células NIH-3T3 foram tratadas com doses de 10, 50 e 100 µg/mL e H2O. Todos os 
dados foram normalizados com H2O e Médias ± DP de três triplicatas que são 
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Figura 29. Distribuição da viabilidade celular segundo a concentração de nanoaprtículas 
de NiO-OAc em linhagem celular NIH-3T3 avaliada após 24, 48 e 72 horas de 
tratamento. As células NIH-3T3 foram tratadas com doses de 10, 50 e 100 µg/mL e H2O. 
Todos os dados foram normalizados com o H2O e Médias ± DP de três triplicatas que 
são apresentados como P ˃ 0.05; * P ≤ 0.05; ** P ≤ 0.01, *** P ≤ 0,001; **** P ≤ 
0.0001................................................................................................................................. 
 
Figura 30. Distribuição da média (delta - Δ) das diferenças entre os valores de 
viabilidade celular no período final de 72 h e valores de viabilidade celular no período 
inicial de 24 h  para as formulações NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc em linhagens celular 
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1.1. Considerações sobre o Níquel  
 
Desde 2000 a.C os chineses aplicavam ligas naturais de níquel-cobre na 
manufatura dos seus utensílios. Contudo, o níquel só foi conhecido como 
elemento químico em 1751, pelo químico e metalúrgico suíço Baron Axel 
Frederik Cronstedt, quando este pretendia extrair o cobre de um mineral 
chamado niquelite. Porém, ao invés de ele obter cobre como esperava, obteve 
um metal de cor branca que chamou de níquel, nome oriundo do mineral de 
onde fora extraído (SIGEL et al., 2007).  
 
O níquel é um dos metais mais abundantes na crosta terrestre e 
representa o vigésimo quarto elemento mais abundante. O minério de níquel 
encontra-se geralmente associado aos sulfetos de ferro e cobre, próximo a 
reservatórios de silicatos e óxidos/hidróxidos. O níquel, quando está em sua 
forma metálica, pode ser identificado em meteoros junto com o ferro quando 
combinado com outros elementos, pode ser encontrado em diversos minerais 
como garnierita, milerita, pentlandita e pirrotina. Em relação ao estado de 
oxidação, o níquel é mais encontrado na forma +2 (WHO, 1991).  
 
Aproximadamemente 40% do metal de níquel produzido é utilizado na 
produção de aço, sendo também utilizado na fabricação de outras ligas. No 
processo de eletrodeposição ou galvânico são consumidos 20% do níquel 
produzido, principalmente na forma de sulfato e cloreto de níquel. Nas baterias 
de níquel-cádmio ele apresenta-se na forma de hidróxido de níquel. Já na 
indústria microeletrônica, a utilização do níquel está em plena expansão e 
representa um mercado promissor, especialmente em relação a proteção de 
metais leves, como alumínio e magnésio, utilizados em conectores de telefones 
celulares  (WHO, 1991) 
 
Sobretudo, assim como outros metais, o níquel pode representar um 
risco à saúde humana devido à sua capacidade cancerígena, ou seja, de 
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induzir câncer. Estudos prévios têm demonstrado a potencial toxicidade deste 
metal (VALLS & LORENZO, 2002).  
 
Os metais, de uma forma geral, exibem maior toxicidade na forma de 
cátion ou combinado a cadeias carbônicas. Nos organismos, o principal 
mecanismo de ação tóxica decorre de sua afinidade química ao enxofre. 
Quando presentes em suas formas catiônicas, os metais reagem com o radical 
sulfridrila (S-H) presente na estrutura proteica das enzimas, modificando suas 
propriedades como estabilidade e atividade podendo ocasionar conseqüências 
danosas ao metabolismo dos seres vivos (BAIRD, 2002). O principal transporte 
proteico do níquel é feito pela albumina, proteína que compõe o plasma 
sanguíneo, solúvel em água e soluções salinas (SCHROEDER,1970).  
 
Na Figura 1a, curva dose reposta, pode-se observar o comportamento 
de um metal essencial ao organismo, para o qual, inicialmente, o aumento da 
concentração promove melhoria em seu desenvolvimento, que passa de 
deficiente para ótimo. No entanto, acima de uma concentração conhecida como 
ótima, que é específica para cada metal, o metal passa a exercer uma 
influência tóxica sobre o desenvolvimento do ser vivo, sendo que há um limiar 
de concentração, acima do qual o metal é letal. Já na Figura 1b, está 
representando o comportamento de um metal não essencial ao organismo. 
Para este, há uma faixa de concentração em que o organismo tolera sua 
presença. Ademais, acima de determinados limites de concentração, este se 
torna tóxico e, em seguida, letal. É importante salientar que a condição de 
essencial não é característica única dos metais, ocorrendo com outros 
elementos químicos (LIMA & MERÇON, 2011). 
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Figura 1. Curva dose resposta. Efeitos de metais no organismo em relação à 
sua concentração: (A) elementos essenciais e (B) elementos não essenciais. 
“Adaptado de Lima & Merçon (2011)”. 
 
 
Ainda não está bem esclarecido o papel do níquel no crescimento 
/desenvolvimento (KIILUNEN, 1987) do ser humano. No entanto estudos 
realizados por Anke et al., (1984) mostra que o níquel é importante ao 
crescimento de animais.  
 
De acordo com DURÃES et al., (2007) a exposição ao níquel em 
pequena quantidade não traz riscos à saúde, porém, quando estas doses 
excedem 1,0 mg/L seu potencial de toxicidade aumenta, o que pode ocasionar 
doenças como dermatoses, rinites, ulcerações, perfurações do septo nasal e 
até câncer. Conforme estudos realizados na década de 1980, a média diária de 
consumo de níquel é cerca de 0,15 mg/dia. Na água potável, por exemplo, 
contém níquel também em pequenas quantidades (0,001 a 0,010 mg/L). 
Alimentos como a aveia, chocolate, cacau, nozes, produtos de soja, legumes 
secos são alimentos ricos em níquel (DOLL, 1981). De acordo com este autor, 
doses superiores a 11,0 mg/L de níquel  podem ser encontradas em áreas de 
mineração, o que representa um risco à saúde de pessoas que trabalham em 
áreas onde há contínua exposição deste mineral.  
 
A IARC (Internacional Agency for Researchon Câncer) estima que cerca 
de 180.000 toneladas de níquel sejam lançadas no ambiente a partir da queima 
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de combustíveis fósseis e de processos industriais. Além disso, também pode 
ocorrer aumento da concentração relativa de níquel em casos de desastres 
ambientais. Segundo o Glossário da Defesa Civil Nacional, “desastre” é o 
resultado de eventos adversos, naturais ou provocados pelo homem, sobre um 
ecossistema, causando danos humanos, materiais e/ou ambientais e 
consequentes prejuízos econômicos e sociais. Quanto à medida de intensidade 
de um desastre vai depender, da interação entre a magnitude do evento e o 
grau de vulnerabilidade do sistema receptor afetado (TOMINAGA 2009; 
CASTRO, 1990).  
 
 Nessa percepção, o acidente ambiental ocorrido em 5 de novembro de 
2015, no subdistrito de Bento Rodrigues a 35 km do centro do município 
brasileiro de Mariana (Minas Gerais), trata-se de um desatre, em que a 
barragem de rejeitos de mineração, conhecida como barragem de 
Fundão, controlada pela Samarco Mineração S. A rompeu-se. Por toda a 
extensão do Rio Doce nos estados de Minas Gerais e do Espírito Santo, 
verificou-se a mudança do aspecto de todo o rio, pela elevada turbidez gerada 
pela onda de lama de rejeitos, ou seja, resíduos de mineração. Ademais, os 
resultados de uma análise preliminar das amostras de água de rios afetados 
pelo rompimento da barragem apontou para alteração do parâmetro de teor de 
níquel, dentre outros. 
 
 De acordo com a Resolução do CONAMA (Conselho Nacional do Meio 
Ambiente) nº 357 de 17 de março de 2005, o teor máximo de níquel permitido 
em águas de abastecimento é de 0,025 mg/L e também a Legislação Brasileira, 
através da Resolução CONAMA n° 430 de 13 de maio de 2011, estabelece 
limites máximos para a emissão de níquel em efluentes aquosos sendo o valor 
de 2,0 mg/L (Ministério do Meio Ambiente, MMA). 
 
Para avaliar os riscos da exposição de metais à saúde é fundamental 
considerar a biodisponibilidade destes no organismo, fator que depende de 
suas características como solubilidade, forma, tamanho (BARRA et al., 2000). 
O Niquel pode entrar no organismo essencialmente por três vias: (1) 
percutânea (2) inalatória e (3) via oral, sendo que a principal via de penetração 
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dos compostos de níquel no organismo é a respiratória (WHO, 1991). A 
absorção dependerá da solubilidade do composto inalado e do diâmetro 
aerodinâmico das partículas (a porção inálável é de partículas menores que 5 
μm).  
 
SCHROEDER (1970) fez uma estimativa que 75% do níquel inalado é 
retido no corpo e 25% é expirado, mas que isso dependerá da distribuição do 
diâmetro aerodinâmico das partículas. Sabe-se que partículas de níquel podem 
se acumular principalmente nos pulmões, rins e fígado e a principal via de 
excreção ocorre através da urina (WHO, 1991). Resultados de estudos 
realizados com trabalhadores de mineradoras sugeriram que o tempo 
necessário para que metade do níquel seja removido do organismo é de 17 a 
39 horas pela urina e de 20 a 34 horas pelo plasma (FRANCHINI, 1984). 
 
 Segundo DOLL (1981) a principal exposição é ocupacional, dentro da 
mineradora e, especialmente, no setor de refino porque os trabalhadores estão 
expostos frequentemente a óxidos, sulfetos e à sais solúveis de níquel de 
vários tamanhos. Existem vários estudos epidemiológicos relatados pela IARC 
que avaliam a ocorrência de câncer em trabalhadores de refinarias de níquel 
em diferentes países. Em um desses estudos, realizado com aproximadamente 
55.000 trabalhadores que trabalharam 26 anos em diferentes setores 
(mineração, calcinação, sinterização, fundição) de diferentes fábricas da INCO 
(The International Nickel Company, Ontário – Canadá), foi relatada a seguinte 
incidência de morte por câncer: 19 mortes em decorrência de câncer pulmonar 
entre os que trabalharam somente no setor de eletrólise por mais de cinco 
anos, e 10 para aqueles que trabalhavam apenas cinco anos. As 
concentrações estimadas de exposição aos contaminantes foram menores que 
0,2 mg/m3 para o óxido de níquel; menor que 0,5 mg/m3 para o sulfeto de 
níquel, menor que 0,3 mg/m3 para o níquel solúvel e menor que 0,5 mg/m3 para 
o níquel metálico.  
 
Este estudo mostra a importância de se compreender a toxicidade do 
níquel a fim de se evitar danos à saúde dos trabalhadores que ficam expostos 
à contaminação por resíduos metálicos. Assim, uma das estratégias poderia 
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ser baseada na identificação de níveis de exposição dos trabalhadores ao 
metal e relacionar esta exposição às características das partículas em que 
estes têm contato por via inalatória e/ou cutânea.  
 
1.2. Nanotecnologia e Nanotoxicologia  
 
O termo nanotecnologia é usado para denominar o ato de manipular 
materiais em uma faixa de tamanho que não exceda a 100 nanômetros (10-9 
m = 1 nm). Na Figura 2 está representado um breve comparativo com relação 
aos tamanhos dos materiais que são considerados nanométricos e os que 
não estão, de acordo com BAI & LIU (2013). Um fio de cabelo, por exemplo, 
pode medir 100. 000 nm, já hemácias estão na faixa de tamanho de 10. 000 
nm, o tamanho de um vírus na faixa de 100 nm, os nanotubos de carbono 
possuem um diâmetro na faixa de 10 nm e átomos e moléculas 
aproximadamente 1 nm (TOMA, 2004).  
 
 
Figura 2. Esquema representativo das dimensões de algumas 
estruturas e suas respectivas escalas. “Adaptado de Toma, (2004)”. 
 
 
Vários nanomateriais têm sido amplamente investigados na última 
década. Dentre esses, nanopartículas podem apresentar diversas aplicações. 
Isto se deve, em parte, ao fato de uma composição química semelhante poder 
conduzir a diferentes propriedades físicas e químicas e, consequentemente, 
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biológicas, em comparação com o mesmo material em escala macroscópica 
(“bulk”). Em particular, nanopartículas de óxido de níquel (NiO-Nps) são 
promissoras devido à suas propriedades catalíticas, magnéticas e eletrônicas e 
outras características como ampla área de superfície, propriedades de 
adsorção não usuais e difusividades térmicas (WU et al., 2007).  
 
Nanomateriais podem ter origem: (1) natural, como a estrutura de um 
vírus; (2) inorgânica que ocorre através do crescimento de cristais e (3) origem 
sintética como os nanomateriais manufaturados que são os produzidos 
propositalmente. Ainda se destaca a produção de nanopartículas de origem 
antropogênicas, ou seja, derivada de atividades humanas como fumos 
metálicos, subprodutos de processos da mineração, exaustão de veículos a 
diesel, combustão de carvão, dentre outros (BUZEA et al., 2007). 
 
Nos últimos anos o interesse por produzir materiais nanoestruturados 
com propriedades desejadas para aplicações biomédicas tem crescido de 
forma acelerada. Os nanomateriais podem ser usados na área de diagnóstico e 
monitoramento de doenças e, na obtenção de sistemas para liberação 
sustentada de fármacos (LIU et al., 2013). Já na indústria coméstica 
(MORGANTI, 2010) e têxtil (WONG, 2006) a nanotecnologia tem sido aplicada 
para a criação de produtos. Assim, a exposição humana a estes nanomateriais 
de forma intencional ou não parece inevitável, surgindo então dentro da 
nanotecnologia uma nova área de interesse e de extensiva pesquisa, a 
nanotoxicologia. 
 
O termo “nanotoxicologia” apareceu pela primeira vez no início deste 
século para definir uma nova subcategoria da toxicologia (DONALDSON et al., 
2004). Análises nanotoxicológicas têm como propósito identificar a toxicidade 
de nanomateriais e são essenciais para o desenvolvimento de formulações não 
tóxicas ou que apresentem baixa toxicidade. 
 
Pesquisas apontam que nanomateriais, por apresentarem pequena 
dimensão, podem ter maior permeabilidade através da pele, mucosas e 
membranas celulares, podendo ter seu efeito tóxico magnificado, já que 
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possuem superior reatividade, principalmente devido ao aumento da sua área 
superficial em relação a materiais maiores que 100 nm. Um exemplo clássico é 
o ouro, que é um metal praticamente inerte, mas que na forma de 
nanopartículas se torna altamente reativo (FARRÉ et al., 2008).  
 
A toxidade de metais e de NPs metálicas tem sido amplamente estudada 
(MAGAYE et al., 2012; CAPASSO et al., 2014; ZHANG et al., 2003; MAGAYE 
& ZHAO, 2012; MORIMOTO et al., 2011). Contudo, ainda persistem muitas 
incertezas que justificam uma intensificação dos estudos sobre os potenciais 
efeitos adversos destes materiais para avaliação de seu risco à saúde. 
 
 Alguns estudos têm relatado que o níquel metálico e as nanopartículas 
de óxido de níquel demonstraram significativa toxicidade após sua 
administração gota a gota na traquéia de ratos (OGAMI et al., 2009; ZHANG et 
al., 2003). Assim, a exposição por inalação ao níquel e por nanopartículas de 
óxido de níquel representam um risco à saúde das pessoas constantemente 
expostas ao contato com estes materiais (CHOI et al., 2007).  
 
O conhecimento da relação entre as propriedades de nanomateriais e 
sua toxicidade ainda não está bem esclarecido. Todavia a caracterização física 
e química das NPs representa um passo importante nos estudos de 
nanotoxicologia no sentido de avaliar o potencial  efeito citotóxico, identificar as 
suas possíveis vias de exposição e prever os riscos relacionados com a sua 
síntese e utilização. Além disso, outro fator importante quanto ao estudo refere-
se ao tipo de célula investigada. Com efeito, cada tipo celular tem sua 
peculiaridade e, portanto, não responde da mesma maneira, ainda que após 
exposição a um único nanomaterial (MONTEIRO & TRAN, 2007).  
 
Os ensaios farmacocinéticos para fim de avaliar o risco no uso de NPs 
são importantes para identificação de doses, locais de ação, via de 
administração etc. Ainda os conhecimentos sobre, distribuição, metabolização 
e eliminação de nanopartículas também são necessários, pois estes 
parâmetros podem influenciar a absorção das mesmas em tecidos biológicos 




 Os ensaios de citotoxicidade possibilitam a avaliação do potencial 
toxicológico de um dado nanomaterial em culturas de células (in vitro) que são 
submetidas sob condições controladas e, consequentemente, reprodutíveis.  
Ainda, os métodos de estudo in vitro propiciam também a simplificação de um 
fenômeno biológico ao ponto de interações celulares e moleculares poderem 
ser analisadas individualmente. Além disso, é possível a análise da interação 
célula-nanopartícula. Porém nesses ensaios, os tipos celulares e parâmetros 
avaliados devem ser planejados de acordo com o tipo de nanopartículas 
analisadas e com os objetivos do pesquisador (CHMALZ,  1994). 
 
O desenvolvimento de cultura de células com o uso de diversas 
linhagens, cada qual com características próprias, constituíram-se numa forma 
para se conhecer os mecanismos pelos quais os nanomateriais podem produzir 
reações adversas ao nível celular. Assim, mudanças no crescimento e na 
permeabilidade da membrana celular podem, por exemplo, ser avaliadas 
(LYGRE et al., 1995). Por outro lado, estudos in vitro podem apresentar 
resultados limitados em determinadas condições e não necessariamente refletir 
situações biológicas reais (GOLDSBY et al., 2008). 
 
 A viabilidade celular é um dos parâmetros mais utilizados nos ensaios de 
citotoxicidade por se tratar de uma análise relativamente rápida, simples e de 
baixo custo. Dentre alguns dos métodos que avaliam a viabilidade celular, o 
ensaio colorimétrico de MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazólio) é um dos mais utilizados em cultura de células, pois com este 
ensaio pode ser determinada a atividade de enzimas denominadas de 
desidrogenases mitocondriais. Estas enzimas clivam o anel tetrazólio do MTT, 
formando um cristal insolúvel de formazan de cor roxa que é solubilizado após 
adição de DMSO (dimetilsufóxido) (HEO, 1990). Os sais de tetrazólio (MTT) 
são reduzidos através de uma reação enzimática que envolve a oxidação do 
NADH/NADPH catalisada pelo complexo succinato tetrazólio redutase presente 
somente em células viáveis (Figura 3). A absorbância da solução pode ser 
medida, sendo que a intensidade da cor mensurada será diretamente 





Figura 3. Representação esquemática da reação de redução de MTT 
(brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio). “Adaptado de 
Cory et al., (1991)”.  
 
No presente trabalho, a fim de se avaliar a citotoxidade de 
nanopartículas de óxido de níquel por MTT, foram usadas cultura de células 
oriundas da pele da linhagem HaCat (queratinócitos humanas) e do tecido 
conjuntivo da linhagem NIH-3T3 (fibroblastos de camundongo). 
Queratinócitos são produzidas pelas células da camada basal e sintetizam a 
queratina, que migra para a superfície, podendo ser progressivamente 
transformado em uma camada córnea ou queratinizada. Outrossim, 
fibroblastos são as células mais abundantes do tecido conjuntivo e apresentam 
duas importantes funções: (1) produção de substância intercelular e (2) origem 
células de outros tecidos conjuntivos que são responsáveis pela renovação 
tecidual (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). 
 
1.3. Preparação de nanopartículas  
 
Nos últimos anos têm sido desenvolvidas inúmeras técnicas para a 
preparação de nanopartículas (LIU et al., 2013; CHEN & HSIEH, 2002), e 
grande parte dos estudos estão centralizados na preparação de nanomateriais 
de metais nobres (PRADEP & ANSHUP, 2009). 
 
Em geral, para a produção de nanopartículas são utilizados métodos 
físicos e/ou químicos. Os métodos físicos são também conhecidos como “top 
11 
 
down” e são aqueles em que se manipula o material em escala macro (bulk) 
até que estes fiquem em escala nanométrica (10-9 nm). Sonólise e 
nanolitografia são exemplos deste método de preparação (OZIN, 1992). Já os 
métodos químicos, conhecidos como “botton-up”, possibilitam um maior 
controle sobre o processo de preparação de nanopartículas. Tais métodos 
baseiam-se em reações químicas e utilizam precursores moleculares ou 
atômicos para a obtenção das nanopartículas desejadas. Na Figura 4 está 
representado um esquema relacionando os métodos “top down” e“botton-up”. 
 
 
Figura 4. Representação esquemática dos principais métodos de obtenção de 
nanopartículas conhecidos como top down e botton-up. “Adaptado de Thassu et al., 
(2007)”. 
 
1.3.1. Estabilização coloidal de nanopartículas 
 
As dispersões de partículas nanoméricas em fase líquida estão 
caracterizadas por um estado de equilíbrio entre as forças atrativas do tipo de 
Van der Waals e repulsivas, que podem ser de natureza elétrica ou estérica 
(EVERET, 1988; ODENCBACH et al., 2004). Os mecanismos de estabilização 
de partículas coloidais, ou seja, na faixa de 1 nm a 1 µm estão esquematizados 






Figura 5. Mecanismo de estabilização de partículas em suspensões: A) 
estabilização de partículas por carga e B) estabilização por efeito estérico. 
“Adaptado de  Couto et al., (2007)”.  
 
As partículas tendem a aderir umas às outras quando as interações 
atrativas são dominantes, levando à aglomeração e posterior sedimentação. 
Por outro lado, quando as interações repulsivas predominam, a dispersão 
permanece estável (EVERETT, 1988). A estabilidade a partir de interações 
elestrostáticas ocorre devido a presença de cargas elétricas que surgem como 
consequência de reações químicas que ocorrem na interface partícula-meio.  
Assim, uma vez que as partículas possuem superfície carregadas, um potencial  
de superfície é desenvolvido e então quando duas partículas de mesmo sinal 
se aproximam, a barreira de potencial eletrostático impede a agregação dessas 
partículas, consequentemente levando à sua estabilização (Figura 5 A) 
(HUNTER, 1986).  
 
Na estabilização estérica, as NPs são neutras e sua aproximação é 
dificultada por uma camada protetora de outro material, denominada camada 
passivadora, que evita a aproximação das mesmas por causa das cadeias das 
moléculas que foram adosrvidas à superfície, conforme demonstrado na Figura 
5 B. Este tipo de estabilização pode ser favorecido por adição de surfactantes, 
polímeros, dentre outros materiais (ATKINS, 2000). Assim, quando as 
partículas se aproximam, as cadeias das moléculas adsorvidas na superfície 
ficam limitadas ao pequeno espaço entre as partículas e perdem um pouco da 
entropia conformacional, o que gera repulsão entre as cadeias e, 





A dispersão também pode ser estabilizada através da combinação dos 
mecanismos estérico e elestrostático, um exemplo é quando um polieletrólito é 
adsorvido ou ligado quimicamente à superfície de uma partícula coloidal 
(HUNTER, 1986). 
 
1.4. Nanopartículas de óxido de níquel e suas peculiaridades 
 
Várias vias para a produção de nanopartículas de óxido de níquel (NiO-
NPs) já foram investigadas tais como a decomposição térmica (WANG et al., 
2002; HOSNY, 2011; LI et al., 2006), técnica sol-gel (XIANG et al., 2002), 
pirólise de microondas (WANG & KE, 1996), solvotérmica (ANANDAN et al., 
2011), de plasma a arco anódica (WEI et al., 2009), sonoquímicas (MOHSENI 
et al., 2012), precipitação-calcinação (DENG & CHEN, 2004) e microemulsão 
(DU et al., 2012). Porém, o problema desses métodos tradicionais é que as 
partículas formadas ficam aglomeradas e, na maioria dos casos, há a 
dificuldade no controle do tamanho e forma, o que pode restringir muito sua 
aplicação em diversas áreas, especialmente na área biológica (KASHEVSKY et 
al., 2008). 
 
O método de obtenção de hidróxido metálico com posterior 
decomposição térmica (Figura 6) é frequentemente usado para preparar 
nanopartículas de metais de transição especialmente na síntese de 
nanopartículas de óxido de níquel. Algumas vantagens desta técnica é que não 
é necessário a utilização de equipamentos sofisticados, de temperaturas 
elevadas ou de pressurização do sistema (MAKHLOUF et al., 1997). No caso 
de produção de nanopartículas de óxido de níquel, esta via de síntese consiste 
na produção de hidróxido de níquel pela adição de sais de níquel (acetato, 
cloreto, nitrato entre outros) a um hidróxido e/ou solventes (água ou etanol).  
 
A eliminação de sais solúveis (cloreto de sódio) formados por meio 
desta via pode ser feita por repetitivas lavagens do produto com água 
destilada. O hidróxido formado é normalmente centrifugado, lavado com água 
destilada e tratado termicamente com temperaturas elevadas a partir de 400 
°C.  O aquecimento provoca a decomposição do hidróxido de níquel (Ni(OH)2) 
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formando o óxido de níquel (NiO) (MOHAMMADIJOOA et al., 2014). O 
esquema desse processo pode ser visualizado na Figura 6. 
 
Figura 6. Demonstração esquemática dos compostos e procedimento utilizados para 
síntese de NiO-NPs através do método de obtenção de hidróxido metálico com 
posterior decomposição térmica. 
 
 
As NiO-Nps tem uma grande variedade de aplicações na fabricação de 
materiais magnéticos, como cátodos de baterias alcalinas, em células solares 
sensibilizadas com corante, semicondutores, células de combustível de óxido 
sólido (SOFC), camadas anti-ferromagnéticas, filmes eletrocrômicos, materiais 
heterogêneos catalíticos e sensores de gás (FUKUI et al., 2000; IZAKI et al., 
1998; HOTOVY et al., 1999; BI et al., 2004; ICHIYANAGI et al., 2003; BIJU et 
al., 2003; WANG et al., 1997; BANGS et al., 1996).  
 
Já o pó nanocristalino de óxido de níquel (NiO) tem efeito de 
superparamagnetismo, com potencial para ser utilizado na entrega de fámacos 
em regimes quimioterápicos e como agente de constrate para uso em 
ressonância magnética (RICHARDSON et al., 1991). No entanto, para tais 
aplicações é necessário conhecer o potencial citotóxico desse nanomaterial, 
sendo que a toxicidade de compostos metálicos pode estar relacionada com 
pelo menos três tipos de influência físico-química como: (1) bloqueio de grupos 
funcionais essenciais na atuação de uma biomolécula; (2) deslocamento de 
outros metais presentes no sistema; (3) modificações na conformação de sítios 
ativos e na estrutura quaternária de proteínas (GUTHRIE & PERRY, 1980; 






1.5. Técnicas de análise e caracterização de nanopartículas 
 
A produção e o desenvolvimento de metodologias analíticas para a 
rápida e rigorosa caracterização dos nanomateriais é de especial interesse para 
o desenvolvimento da nanotecnologia. Assim, a compreensão de características 
físicas e químicas, como o tamanho e a composição de nanopartículas é 
particularmente importante. Várias são as técnicas disponíveis para a 
caracterização dos nanomateriais e da sua superfície química. Desse modo, a 
escolha adequada das técnicas de caracterização deve ser condizente com o 
tipo de informação que cada técnica pode fornecer e, principalmente, deve-se 
considerar a complementaridade entre as diversas técnicas.  
 
No presente trabalho, foram escolhidas as seguintes técnicas de 
caracterização das nanopartiículas e das suspensões: análise termogravimétrica 
(TG); análise de difração de raios - X (DRX); análise de área superficial (B.E.T), 
microscopia eletrônica de transmissão (MET); espectroscopia de raios X por 
dispersão de energia (EDS); infravermelho por transformada de Fourier (FTIR);  
espectroscopia de absorção atômica (EAA) e espelhamento de luz dinâmico. A 
definição, aplicações e características de cada uma destas técnicas estão 
descritas no Apêndice A. 
 
1.6. Mecanismos de internalização de nanopartículas 
 
O conhecimento da via de internalização ou captação de NPs é um dos 
aspectos mais importantes para estudos de toxicidade de nanomateriais. Há 
diversas pesquisas que indicam diferentes mecanismos de internalização de 
nanopartículas pelas células, sendo o processo de endocitose o mais provável. O 
processo de endocitose é uma forma ativa de transporte, onde a célula retém o 
nanomaterial por via da formação de vesículas ou vacúolos na membrana 
citoplasmática. Assim, este tipo de transporte engloba dois mecanismos de 
internalização de nanomateriais pelas células, a fagocitose e a pinocitose (Figura 




Partículas com 50 nm de tamanho são mais rapidamente internalizadas 
quando comparadas à partículas menores (abaixo de 14 nm) e maiores (até 500 
nm) (MAHMOOD et al., 2012). O mecanismo predominante na internalização de 
partículas com tamanho superior a 500 nm é a fagocitose. Este mecanismo é 
restrito a determinados tipos de células como é o caso dos monócitos (ZHAO et al., 
2011). Já o mecanismo de pinocitose, que pode ser observado por todos os tipos 
de células, pode ocorrer por, pelo menos, quatro vias diferentes: a 
macropinocitose, endocitose mediada pela clatrina, endocitose mediada pela 
caveolina e endocitose por vias alternativas. A macropinocitose caracteriza-se por 
formar saliências membranares, com mais de 1 µm, em que são englobadas 
grandes porções de fluído de uma forma não específica. Já a endocitose mediada 
pela clatrina normalmente ocorre em regiões específicas da membrana celular que 
possuem a proteína clatrina. Sendo que partículas na faixa de 120 - 150 nm podem 
ser internalizadas dentro das vesículas de clatrina. 
 
 Por outro lado a endocitose mediada pela claveolina formam-se 
invaginações em forma de balão com tamanhos de 50 a 80 nm nos domínios 
hidrofóbicos da membrana plasmática. Além destes mecanismos dependentes da 
clatrina e caveolina, outros mecanismos independentes podem levar à 
internalização de nanomateriais pelas células  (KETTIGER et al., 2013).  
 
 
Figura 7. Representação esquemática das principais vias de internalização de 




 A captação de nanopartículas pelas células pode ser influenciada por 
características como tamanho, carga, características da superfície e estrutura 
das mesmas. Desta forma, o conhecimento acerca destas características é 
primordial, visto que a toxicidade de nanomateriais está associada à captação 
destes pelas células, a qual por sua vez, é influenciada pelas características 

































As nanopartículas constituem-se como produto final ou subproduto de 
uma grande variedade de processos físicos, químicos e biológicos. Estas 
podem apresentar propriedades e comportamentos diversificados, o que torna 
impossível fazer uma apreciação genérica de seus riscos à saúde e ao meio 
ambiente. Por exibirem uma elevada área superficial (razão superfície/volume) 
surgem novas propriedades como maior reatividade química e, 
consequentemente, maior atividade biológica e catalítica quando comparadas 
com partículas macroscópicas da mesma composição química (BAI & LIU, 
2013). 
 
Contudo, o rápido desenvolvimento da nanotecnologia contrasta com a 
insuficiente avaliação de risco do uso de nanomateriais para o ambiente e para 
a saúde humana, especialmente aqueles envolvendo riscos ocupacionais. 
Estudos mostraram que a principal forma de contaminação por exposição 
ocupacional é a inalação de nanomateriais, os quais por sua vez, vão para a 
corrente sanguínea. Além disso, a contaminação por nanomateriais também 
pode ocorrer através da pele. Em 2009, especialistas da Agência Europeia 
para Segurança e Saúde no Trabalho identificaram que o contato com 
nanopartículas pode representar uma ameaça à saúde, haja vista sua potencial 
toxicidade em decorrência de contato com resíduos ou subprodutos industriais 
oriundos da sua formação (GUAZZELLI & PEREZ, 2016). 
 
Nanopartículas de óxido de níquel (NiO-NPs) possuem propriedades 
únicas que as tornam atraentes, pois podem ser usadas em produtos 
industriais a fim de promover aplicações tecnológicas inovadoras (FUKUI et al., 
2000; MOHSENI et al., 2012). Todavia, foi reportado que NiO-NPs induzem 
tanto efeitos citotóxicos como genotóxicos (MAGAYE & ZHAO, 2012). 
 
Contudo, ainda não existem estudos sobre a ação tóxica de 
nanopartículas baseadas em níquel no organismo de trabalhadores, 
especialmente os da indústria mineradora. Apesar do Brasil ser um grande 
exportador de níquel e apresentar uma das maiores jazidas do mundo. 
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O município de Niquelândia localizado no estado de Goiás (Brasil) 
encontra-se em uma região com grandes jazidas de níquel, onde existem 
empresas que fazem a extração e o refino deste metal com mais de mil 
funcionários que trabalham de forma direta e indireta no processo de refino. 
Tendo em vista que podem ser formadas nanopartículas de óxido níquel no 
processo de refino desse minério e que a exposição do trabalhador a estes 
nanomateriais é um fato (produção de nanopartículas antropogênicas), é 
imprescindível e urgente estudos que possam avaliar a potencial toxicidade 
destes nanomateriais em células saudáveis (HELLE et al., 2009). 
 
Neste estudo foi avaliado o potencial citotóxico de nanopartículas de 
óxido de níquel em cultura de células saudáveis (fibroblastos e queratinócitos) 
a fim de se considerar estes resultados como um indicativo ou não de risco à 
saúde de trabalhadores que, inevitavelmente, tem constante contato por 
inalação ou pela pele com possíveis nanopartículas formadas acidentalmente 
durante o refinamento do níquel.  
 
Além disso, esse estudo poderá complementar informações existentes 
na literatura quanto à síntese de NiO-NPs visto que, em nosso trabalho, foram 
utilizados alguns parâmetros diferentes para produção de NiO-NPs como 
distintas condições de síntese, temperatura e/ou solvente. Assim, elaboramos 
três hipóteses norteadoras do nosso estudo sendo estas:  
(1) “As NiO-NPs induzem efeitos citotóxicos de forma dose dependente? ”  
(2) “As NiO-NPs induzem efeito citotóxico dependente do tipo celular?” 
(3) “As características físico-químicas das NiO-NPs estão relacionadas com 










3.1. Geral  
 Sintetizar, caracterizar e investigar a citotoxicidade de nanopartículas de 
óxido de níquel (NiO-NPs) em cultura de células normais de linhagens 
de fibroblastos (NIH-3T3) e de queratinócitos (HaCat). 
3.2.    Específicos 
 Sintetizar nanopartículas de óxido de níquel (NiO-NPs) por diferentes 
metodologias e dispersar as nanopartículas de óxido de níquel (NiO-
NPs) em água ultrapura (suspensões aquosas); 
 
 Caracterizar física e químicamente as NiO-NPs por meio de: análise 
termogravimétrica, difração de raios - X, área superficial, microscopia 
eletrônica de transmissão, espectroscopia de infravermelho, e 
espectroscopia de raios - X de energia dispersiva. 
 
 Caracterizar as suspensões por meio de espalhamento dinâmico da luz, 
pH e absorção atômica. 
 
 Verificar se as NiO-NPs induzem citotoxicidade em cultura de células de 
fibroblastos (NIH-3T3) e de queratinócitos (HaCat) por meio de análises 














4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1. Desenho Experimental  
 
A parte experimental deste trabalho foi realizada em etapas, conforme 
representada na Figura 8. Três distintas formulações de nanopartículas de 
óxido de níquel (NiO-NPs) foram preparadas no Instituto de Química da 
Universidade Federal de Goiás (IQ-UFG) no Laboratório de Síntese Inorgânica. 
As formulações de NiO-NPs foram avaliadas quanto à sua composição, 
estrutura, textura, morfologia e estabilidade em água ultrapura. Posteriormente 




Figura 8. Esquema representativo do desenho experimental conduzido neste estudo. 
Síntese de NiO-NPs; carcterização das NiO-NPs por DRX, MET, EDS, B.E.T., TG/DTG, 
FTIR); carcterização das suspensões de NiO-NPs utilizando os parâmetros: PDI, DH, PZ 







4.2. Síntese - hidróxido de níquel Ni(OH)2 e nanopartículas de óxido de 
níquel  (NiO-NPs) 
 
As três metodologias distintas das formulações de Ni(OH)2 e NiO-NPs 
foram denominadas de acordo com o tipo de precursor metálico utilizado e/ou 
solvente. Assim, a nomenclatura -Cl foi usada sempre que nos referimos ao 
uso de cloreto de níquel (anidro) como precursor metálico; a nomenclatrura -Et, 
quando usado o cloreto de níquel (II) hexahidratado em solução alcoólica; e a 
nomenclatura -OAc quando usado acetato de níquel (II) tetrahidratado como 
precursor metálico. 
 
4.2.1.  Síntese de hidróxido de níquel (Ni(OH)2-Cl) 
 
Para síntese destas nanopartículas primeiramente foi utilizado um balão 
de fundo chato com duas juntas (capacidade de 50 mL) colocado em banho de 
areia, com agitador magnético, termômetro digital e um funil de adição, 
montado sobre uma placa de aquecimento associada a um regulador de 
voltagem. Esses equipamentos foram montados conforme é mostrado na 
Figura 9. O conjunto foi bem fixado em suporte metálico de modo a garantir a 














A reação estequiométrica de síntese está apresentada abaixo  
conforme reação 1:  
 
 
NiCl2(s) + 2 NH4OH(aq) →  Ni(OH)2(s) +  2 NH4Cl(s)                                  (reação 1) 
 
 
As nanopartículas de óxido de níquel foram sintetizadas, pela adição 
gradual de 20 mL de hidroxido de amônio concentrado (NH4OH - Dinâmica 
P.A), em 2 g de cloreto de níquel anidro (NiCl2 - Análitica 99,9%), sob vigorosa 
agitação (450 g). Devido à reação exotérmica, o hidróxido de amônio foi 
adicionado lentamente ao precursor NiCl2. A temperatura da solução foi 
ajustada para 75 °C e a solução foi submetida à agitação magnética até a 
completa evaporação da amônia. Posteriormente, foi adicionado água ultrapura 
como um agente precipitante e a solução foi mantida sob vigorosa agitação até 
formar um precipitado verde (hidróxido de níquel). Esta metodologia foi 
realizada de acordo com MOHAMMADIJOO et al. (2014). 
4.2.2.  Síntese de hidróxido de níquel (Ni(OH)2-Et) 
 
A reação estequiométrica de síntese está apresentada abaixo 
conforme reação 2  
 
NiCl₂.6H₂O(s) + 2 NaOH(aq) →  Ni(OH)2(s) +  2 NaCl(aq) + 6 H2O(l)                (reação 2) 
 
 Os reagentes químicos foram utilizados diretamente das empresas sem 
purificação prévia. Em atmosfera ambiente, foram preparadas duas misturas 
reacionais, sendo 1,5 g cloreto de níquel (II) hexahidratado (NiCl2.6H2O - 
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Análitica 99,9%) dissolvido em 70 mL de etanol absoluto  (C2H6O - McCormick). 
Nesta etapa, formou-se uma solução verde clara. Adicionalmente, outra 
solução foi preparada usando 0,5 g de hidróxido de sódio (NaOH - MPEX, P.A) 
dissolvidos em 100 mL de etanol absoluto (C2H6O - McCormick) a mistura 
resultante das duas soluções foi submetida à agitação magnética à 
temperatura ambiente durante duas horas. Durante este período formou-se um 
gel verde (hidróxido de níquel). Estes procedimentos foram conduzidos com 
algumas adaptações de acordo com CARNES et al., (2002). 
 
4.2.3. Síntese de hidróxido de níquel (Ni(OH)2-OAc) 
 





Ni(C2H3O2) 2·4H2O(s)+ NaOH(s) → Ni(OH)2(s) + Na(C2H3O2)(s) + 4 H2O (reação 3) 
 
                                                              
 
O hidróxido de níquel foi preparado por trituração (em um almofariz de 
ágata) a partir de uma quantidade de 1 g de acetato de níquel (II) tetrahidratado 
(Ni(C2H3O2)2·4H2O - VETEC, 99.50%) com 0,161 g de hidróxido de sódio 
(NaOH – IMPEX, P.A) e quantidade apropriada de polisorbato 80 (Tween 80 - 
Dinâmica), ou seja,  até a mistura ter ficado totalmente homogênea, obtendo-se 
o hidróxido de níquel. Esta metodologia está de acordo com WANG et al., 
(2005).  
 
4.2.4. Calcinação de hidróxido de níquel para obtenção NiO-NPs (Cl, 
Et e OAc) 
 
O hidróxido de níquel (–Cl e –Et)  produzido foi filtrado. Posteriormente  
o hidróxido -Cl, -Et e -OAc foi lavado por seis vezes com água ultrapura e 
etanol e centrifugado. Para produzir NPs-NiO, o precipitado verde obtido nas 
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três sínteses foi seco a 100 °C durante 90 min em estufa e, em seguida, 
aquecido a 410 °C durante duas horas, em uma mufla. Esta metodologia foi 
realizada de acordo com MOHAMMADIJOO et al. (2014). 
 
  4.3. Preparação de suspensões aquosas de nanopartículas de óxido de 
níquel (NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc) e caracterização. 
 
As nanopartículas de óxido de níquel foram dispersas em água 
ultrapura com o objetivo de avaliar os efeitos da sua toxicidade em cultura de 
células. Para isto, foi adicionado 200 mL de água ultrapura à 1 g de 
nanopartículas de óxido de níquel. Em seguida, a suspensão foi conduzida ao 
ultra-som a uma potência de 450 W durante 90 minutos (Modelo 450; Branson 
Ultrasonics Corporation, Danbury, CT) para melhor dispersão das 
nanopartículas. 
 
A suspensão foi centrifulgada a 10.000 g durante 20 minutos e o 
sobrenadante foi recolhido (cerca de 120 mL). Após este procedimento, a 
suspensão foi filtrada através de um filtro de papel de diâmetro de poro de 1 
µm e esta suspensão filtrada foi utilizada para realização do ensaio de 
citotoxicidade. Esse procedimento experimental está de acordo com conduta 
relatada por ENDOH & UCHIDA (2008). As suspensões foram caracterizadas 
por meio de medidas de diâmetro hidrodinâmico, índice de polidispersão, 
potencial zeta, potencial hidrogeniônico e pela determinação da concentração 
de Ni por espectroscopia de absorção atômica. 
 
4.3.1. Avaliação de diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de 
polidispersão (PDI) e Pontencial Zeta (PZ) das suspensões de NiO-Cl, NiO-
Et e NiO-OAc 
 
O DH, PDI e PZ foram determinados utilizando o equipamento 
Zetasizer nano series (Malvern Instruments). Alíquotas de 0,5 mL das 
suspensões foram diluídas em 2 mL de água ultrapura e  as medidas de 
potencial zeta, diâmetro hidrodinâmico e índice de polidispersão foram 
realizadas a 25 °C.  As formulações foram analisadas no 7° e 15° dia após a 
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preparação. Durante todo o período de análise, as amostras foram estocadas 
sob refrigeração a 4 °C. O pH  das suspensões foi verificado por fita indicadora. 
 
4.3.2. Espectroscopia de Absorção Atômica  
 
As análises foram realizadas em triplicatas e o valor da média obtida foi 
utilizado para o cálculo do teor de níquel em cada formulação. Assim, as 
análises de EAA foram realizadas em um espectrofotômetro de absorção 
atômica por chama (Analyst 400 da Perkin Elmer) usando o espectro de 232 
nm. Foram preparados padrões numa faixa de 0,4 a 18 ppm. As quantificações 
de níquel foram feitas nas suspensões das três diferentes sínteses. Para tal, 
alíquotas destas suspensões (1 mL) foram digeridas com 1 mL de ácido 
clorídrico (HCl) concentrado e diluídas em 25 mL de água ultrapura. 
 
  4.4. Caracterização física e química das nanopartículas de óxido de 
níquel 
        4.4.1. Análise Termogravimétrica  
 
As análises TG foram realizadas em equipamento SHIMADZU (modelo 
DTG-60). Aproximadamente 5 mg das amostras foram trituradas, peneiradas  
(peneiras de 200 mesh)  e colocadas em cadinho de alumina com uma rampa 
de aquecimento de 10 °C min-1 em um intervalo de 25 a 1000 °C sob fluxo de 
nitrogênio com vazão de 50 mL min-1. 
 
4.4.2. Caracterização por Difração de Raios- X 
A DRX foi realizada pelo método de pó, usando um equipamento da 
marca SHIMADZU (modelo DRX 6000). Para a realização destas análises, as 
amostras foram trituradas em um almofariz de ágata e peneiradas (peneiras de 
aço de 200 mesh). Utilizou-se radiação CuKα (λ = 0.154 nm), 40 KV e 30 mA, 
usando a faixa angular de difração 2 θ entre 10 e 80°,  com uma velocidade de 
varredura contínua de 2°/minuto. Os dados de difração foram utilizados para 
confirmar a estrutura cristalina das nanopartículas. Já os cálculos de diâmetro 
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foram realizados utilizando os dados do difratograma e a equação de Scherer 
(CULLITY et al., 1978).  
 
4.4.3. Análise de Área Superficial  
 
A análise de adsorção/desorção de nitrogênio permite determinar a 
área superficial, o volume e a distribuição de poros de um material. A área de 
superfície específica das nanopartículas foi determinada por este método 
denominado B.E.T., assim como o volume e a distribuição de poros pelo 
método BJH (Barret, Joyner and Halenda), utilizando-se o equipamento 
Micromeritics ASAP 2010. O nitrogênio foi utilizado como adsorvato. Os 
compostos calcinados foram secos a 100°C, triturados em almofariz de ágata, 
peneirados utilizando peneiras de aço de 200 mesh. As massas de 
formulações empregadas nos experimentos adsorção/desorção para NiO-Cl, 
NiO-Et e NiO-OAc foram respectivamente de  de 0,294 g; 0,310 g e 0,211g. 
 
4.4.4. Espectroscopia na Região Infravermelho 
As nanopartículas de óxido de níquel foram analisadas por 
transmissão, usando equipamento FTIR, Bomem da série MB 100, na região 
do infravermelho médio (4000 a 400 cm-1), com resolução de 4 cm-1 e fazendo 
128 varreduras. As amostras foram diluídas em brometo de potássio (KBr) na 
proporção de 1% para posterior confecção das pastilhas. 
4.4.5. Microscopia Eletrônica de Transmissão 
 
 Utilizou-se um microscópio eletrônico de transmissão da marca Jeol, 
JEM-2100, operando a 200 kV, equipamento localizado no LabMic (Laboratório 
de Microscopia do Instituto de Física, UFG). Foi usado o programa Image Pro 
Plus, para realizar a contagem de 200 nanopartículas para identificação do 







        4.4.6.  Análise composicional  
 
 Foi realizada pela técnica de espectroscopia de energia dispersiva de 
raios - X (EDS), usando um Microscópio Eletrônico de Transmissão (MET), 
Jeol, JEM-2100 , equipado com EDS, Thermo scientific. 
 
4.5. Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT 
 
  4.5.1. Cultura de células 
 
Foram utilizados dois tipos de linhagens celulares sendo células de 
fibroblastos de origem murina (linhagem NIH-3T3) e queratinócitos (linhagem 
HaCat) de origem humana. As células foram estocadas em nitrogênio líquido 
no Laboratório de Nanobiotecnologia e Nanociência da Universidade de 
Brasília e, conforme necessário, descongeladas uma semana antes do ensaio, 
e aclimadas em um frascopara cultivo (25 cm², TPP, EUA) contendo meio de 
cultura DMEM (Dulbecco modified Eagle's Minimal Essential Medium) 
suplementado com 1% de solução antibiótica (penicilina e estreptomicina) e 
10% de soro fetal bovino (SFB), e mantido em incubadora úmida a 37 ºC e 5% 
de CO2. 
 
Após as células atingirem confluência ideal (cerca de 1000.000) para os 
experimentos (cerca de 103), elas eram removidas dos frascos e semeadas em 
placas de cultura. Inicialmente, o meio de cultura DMEM era descartado e as 
células lavadas com uma solução tampão de fosfato-salina (PBS). Logo após, 
as células eram incubadas com solução de tripsina EDTA (Gibco, USA) por 4 
minutos a 37 ºC. Adicionalmente, colocava-se meio DMEM às células para 
neutralizar a ação da tripsina e esta suspensão era centrifugada por 3 minutos 
a 300 g. Após a centrifugação, o sobrenadante era removido e o pellet de 
células era ressuspendido em meio DMEM (1 a 3 mL). Em seguida, uma 
alíquota da suspensão de células era usada para contagem de células em 
câmara de Neubauer utilizando-se o método de exclusão por azul de Tripan 




4.5.2. Tratamento das células 
 
As suspensões aquosas das formulações NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc 
nas concentrações de 0,81 g/L, 0,63 g/L e 0,79 g/L, respectivamente, foram 
armazenadas em tubos falcon de 10 mL em geladeira. Estas suspensões foram 
produzidas conforme a necessidade do uso nos ensaios de citotoxicidade. 
Sendo analisada a concentração de níquel por EAA. A partir das suspensões 
estoque foram então realizadas diluições seriadas para obtenção das 
concentrações selecionadas para o tratamento das células (10, 50 e 100 
µL/mL). 
 
Para realização dos experimentos, alíquotas de meio de cultura 
contendo 3x103 células/poço foram semeadas em placas de 96 poços (TPP) e 
incubadas por 24, 48 e 72 h em incubadora a 37 ºC e 5% de CO2. Após os 
períodos de tratamento das células com as suspensões descartou-se o meio e 
adicionou-se solução de 5 mg/mL de MTT (3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazólio) em meio de cultura fresco. Logo, as células foram mantidas 
por duas horas em incubadora úmida a 37 ºC e 5% de CO2 para posterior 
análise da viabilidade celular em espectrofotômetro, conforme descrito abaixo.  
 
4.5.3. Ensaio de citotoxicidade  
 
Após a incubação das células, a solução de MTT e o meio de cultura 
foram removidos da placa e adicionou-se 150 µL de dimetilsulfóxido (DMSO) 
para solubilizar os cristais de formazan formados. Tais sais são provenientes 
da metabolização do MTT pelas células e, por conseguinte, indicam a 
quantidade células viáveis. Em seguida, a absorbância foi determinada em 
espectrofotômetro (Spectra Max M2, Molecular Devices), no comprimento de 
onda (λ) de 595 nm. Os experimentos foram realizados em triplicatas para cada 







  4.6. Análise Estatística   
 
A fim de de analisar possíveis diferenças na viabilidade das células 
entre os diferentes tratamentos com NiO-NPs realizou-se, inicialmente, um 
teste de repetibilidade para verificar o índice de correlação intraclasse (ICC) 
dos experimentos após 24, 48 e 72 horas de tratamento. Assumido um 
resultado de boa repetibilidade (ICC  0,9) destes, as variáveis foram testadas quanto 
ao tipo de distribuição por meio do teste de normalidade de Shapiro Wilk. 
Logo, a homogeneidade de variâncias foi analisada por meio do teste de 
Levene. Devido aos valores de significância de p encontrados nos métodos de 
Shapiro Wilk (p > 0,05) e no de Levene (p > 0,05) as médias foram analisadas 
por análise de variância (ANOVA) paramétrica two way (General Linear 
Model). Ainda, para comparações entre o controle (sem tratamento) e os 
tratamentos com NiO-NPs, em um dado  tempo, foi utilizado ANOVA one way 
com pós teste de Dunnet (bicaudal).   
 
Para avaliar se o tempo e a resposta de cada linhagem eram diferentes, 
para dados tratamentos, foi realizada uma ANOVA two way. Para isto foram 
calculados os intervalos de confiança 95% pela estratégia General Linear 
Model. O nível de significância adotado em todos os testes foi de 5% (p < 
0,05) e as análises foram realizadas com auxílio do software de estatística 
SPSS® versão 17.0. Os gráficos foram gerados no GraphPrism versão 7.0. Os 














5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1. Síntese  
 
As sínteses das NiO-NPs foram realizadas três vezes. Sendo que foi 
necessário manter as características das NiO-NPs para a realização dos 
ensaios de citotoxicidade,  para isso tornou-se indispensável o controle dos 
parâmetros da reação com o maior rigor possível, nomeadamente as 
concentrações dos reagentes, a temperatura e o volume de síntese. 
 
Na Figura 10 são apresentadas as fotografias representativas das 
etapas  de produção de Ni(OH)2-Cl e NiO-Cl. Esta metodologia apresentou boa 
reprodutividade e capacidade para ser realizada em escalas industriais. 
 
 
Figura 10. Fotografias representativas das etapas de síntese de NiO-Cl (óxido de 
níquel produzido a partir de cloreto de níquel (II), anidro). A) aquecimento da mistura 
reacional e adição de água; B) precipitação de hidróxido de níquel; C) hidróxido de 
níquel seco a 100°C e D) NiO-Cl calcinado a 410 °C 
 
Na  produção do Ni(OH)2-Et o resultado da reação foi um sol-gel, onde o 
processo de hidrólise conduziu a um gel de elevada pureza em um curto 
espaço de tempo. Por conseguinte, a cinética de formação do gel pode ser 
afetada por muitas variáveis. Por exemplo, escolha de solvente, temperatura, 
concentração, o sal de níquel e, também o tratamento térmico. Obtivemos 
melhor resultado com o NiCl2 na forma hidratada que na forma anidra. Isso 
reflete, o fato de que estes sais podem ser solubilizados em solventes como o 




Depois de escolher as melhores condições de síntese, a fim de obter 
nanopartículas com diâmetros de 3 a 5 nm, obtivemos nanopartículas de NiO-
Et com diâmetro maiores do que o desejado e baixa área superficial quando 
comparada ao valor de área superficial encontrado (375 m2/g) por CARNES et 
al., (2002). Possivelmente, esses fatos estão relacionados com as condições 
que realizamos a síntese. Por exemplo, o tratamento térmico do hidróxido para 
a produção das nanopartículas de NiO-Et ocorreu a 410 °C durante 2 h e não 
aquecido a 250 °C durante 15 minutos, como descrito pelo referido autor. 
  
 
Figura 11. Fotografias representativas das etapas realizadas na síntese 
NiO-Et (óxido de níquel produzido a partir de cloreto de níquel (II) 
hexahidratado em etanol). A) mistura reacional de cloreto de níquel (II) 
hexahidratado, hidróxido de sódio e etanol;  B) hidróxido de níquel seco a 
100 °C e C) NiO-Et calcinado a 410 °C. 
 
Já na obtenção NiO-OAc (uso de acetato como precursor metálico) a 
reação foi processada em estado sólido, pois, nesse caso, há vantagens como: 
(1) a não utilização de solvente; (2) alto rendimento; (3) baixo consumo de 
energia e (4) a tecnologia de reação demonstrou ser simples. Na Figura 12 são 
mostradas as fotografias das etapas envolvidas na síntese de NiO-OAc. 
 
Figura 12. Fotografias representativas das etapas realizadas na síntese NiO-OAc 
(óxido de níquel produzido a partir de acetato de níquel (II) tetrahidratado). A) mistura 
reacional de acetato de níquel (II) tetrahidratado e hidróxido de sódio; B) hidróxido de 




Antes de se iniciarem os ensaios de citotoxicidade com as NiO-NPs, 
avaliou-se a sua estabilidade, estado de agregação, morfologia e 
características físico-químicas. A seguir será apresentada a caracterização dos 
nanopartículas de óxido de níquel obtidas.  
 
5.2. Caracterização física e química das nanopartículas de óxido de níquel 
 
5.2.1. Análise Termogravimétrica  
 
A análise termogravimétrica possibilitou o estudo da estabilidade 
térmica das formulações, bem como as temperaturas iniciais de decomposição. 
Ademais, foi possível quantificar o percentual de perda de massa nas etapas 
de degradação do material.  
 
As curvas TG e suas derivadas (DTG) das formulações Ni(OH)2-Cl e 
Ni(OH)2-Et, apresentaram eventos térmicos similares. Já a formulação NiO-
OAc apresentou perfil de decomposição diferente das demais. Por meio da 
análise das curvas TG e DTG verificou-se três etapas de perda de massa na 
faixa de temperatura analisada (25 a 1000 °C) para Ni(OH)2-Cl e Ni(OH)2-Et, 
conforme mostrado na Figura 13 (A e B). Estes achados estão de acordo com 
estudos realizado por MOHAMMADIJOO et al. (2014). Em contrapartida, foram 
identificadas quatro etapas de perda de massa para a formulação Ni(OH)2-OAc 
(Figura 13 C).  
 
Em relação à primeira etapa, considerando a composição Ni(OH)2-Cl, 
ocorreu uma perda de aproximadamente 9% de massa na faixa de temperatura 
entre 42 a 235 °C (Figura 13 A). Este comportamento termogavimétrico foi 
semelhante ao da composição Ni(OH)2-Et (Figura 13 B), que está na faixa de 
39 a 229 °C, estando relacionada á presença de água cristalina e umidade nos 
poros liberados ao longo deste intervalo de temperatura.  
 
Considerando a composição Ni(OH)2-OAc, notou-se duas etapas de 
perda de massa em intervalos próximos, na faixa de 39 a 235  °C sendo cerca 
de 12%. Estas perdas, registradas para essa formulação, assim como para as 
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demais formulações, pode ser existência de água  adsorvida mas também é 
possível observar que o perfil da inclinação da curva é diferente das 
composições Ni(OH)2-Cl e Ni(OH)2-Et. Isto pode ter sido ocasionado devido a 
perda do íon acetato proveniente do precursor metálico (Ni(C2H3O2)2·4H2O), 
que pode ter ficado retido no espaço interlamelar, na forma de CO2 e ainda 
pode ser indicativo de resíduos de tween que não foi completamente removido 
durante a lavagem e secagem. Estes achados são similares aos relatados por 
WANG et al., (2005) que também usou acetato de níquel como precursor 
metálico e Tween (Figura 13 C). 
 
Na segunda etapa, devido a decomposição de Ni(OH)2 em decorrência 
da perda de água estrutural, a perda de massa está faixa de 10 - 14% para 
Ni(OH)2-Cl e para Ni(OH)2-Et e isto ocorreu entre 250 a 285 °C e 253 a 293 °C, 
respectivamente. Por outro lado, para Ni(OH)2-OAc em uma terceira etapa 
verificou-se  que a  perda de massa ocorreu  aproximadamente a 279 °C. Estes 
achados estão de acordo com estudos realizados por DENG & CHEN (2004). 
 
Finalmente, a terceira etapa para as formulações NiO-Cl e NiO-Et e 
quarta etapa para NiO-OAc está relacionada, provavelmente com a produção 
de NiO-NPs que ocorreu acima de  380 °C para as três formulações que foi 
também observado por MOHAMMADIJOO et al., (2014), WANG et al., (2005) e 
DENG & CHEN (2004) estes autores empregaram as mesmas metodologias de 
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Figura 13. Curvas termogravimétricas (TG------) e suas derivadas (DTG-----) de 
hidróxido de níquel. A) Ni(OH)2-Cl; B) Ni(OH)2-Et e C) Ni(OH)2-OAc obtidas em 
atmosfera de N2 . 
 
5.2.2. Caracterização por Difração de Raios-X 
A caracterização estrutural de um material está intimamente relacionada 
com as propriedades do mesmo. Os materiais metálicos são 
predominantemente cristalinos e na caracterização de suas estruturas 
interessa determinar fases presentes, contornos de grãos e defeitos cristalinos. 
A estrutura cristalina do óxido de níquel é um sistema similar ao cloreto de 
sódio (NaCl), do tipo Bunsenite, onde os ânions oxigênio estão organizados em 
uma geometria cúbica de face centrada, sendo que os cátions de níquel 
ocupam posições interticiais em coordenação octaédrica. Porém, a estrutura do 
óxido de níquel sofre uma pequena distorção devido ao maior comprimento do 






cujos ângulos assumem valores de 90°4’ ao invés de 90° (DHARMARAJ, 
2006).  
Com os dados obtidos pelo difratograma das nanopartículas foi possível, 
identificar a fase cristalina e o diâmetro médio das composições analisadas. 
Todos estes picos característicos de difração (111), (200), (220), (311) e (222) 
podem ser perfeitamente indexados para a estrutura cúbica de NiO. Isto foi 
confirmada pela identificação do método do pó com os picos registrado no 
programa Pmgr (Shimadzu), que permite o acesso ao banco de dados da 
JCPDF (International Centre for Diffraction Data) carta n° 4-0835.  
Por meio da análise dos difratogramas de raios - X das formulações 
calcinados a 410 °C sugere-se que as composições apresentaram picos 
característicos de óxido de níquel. Adicionalmente, observou-se a formação de 
pós cristalinos  sem picos relativos à impureza  (Figura 14 A, B e C). 
 
Figura 14. Difratogramas de nanopartículas de NiO calcinado a 410°C para 







A partir dos dados observados no padrão de DRX foi possível calcular 
o tamanho médio dos domínios cristalinos por meio da equação de Scherrer 
(equação II,  Apêndice A) e obteve-se os seguintes valores de diâmetro dos 
cristalitos 13,07 nm (± 2,12) para de NiO-Cl, 19,78 nm (± 1,05) para NiO-Et e 
21,10 nm (± 1,30) para NiO-OAc. Estes valores evidenciam que as 
composições sintetizadas, de fato, apresentam tamanho nanométrico e, ainda, 
o valor obtido para a formulação NiO-Cl é similar ao encontrado por 
MOHAMMADIJOO et al., (2014). Já para a formulação NiO-Et e NiO-OAc 
foram diferentes dos diâmetros obtidos  por CARNES et al., (2002) e WANG et 
al., (2005) respectivamente, que descreveram valores menores do que foi 
encontrado no nosso trabalho. Isso possivelmente está relacionado com as  
adaptações que fizemos para obtenção das NiO-NPs que resultaram em 
partículas maiores para as formulações NiO-Et e NiO-OAc do que àquelas 
obtidas por esses autores.  
5.2.3. Análise textural das nanopartículas 
 
Neste trabalho foi utilizado um método bastante referenciado para o 
cálculo de área superficial (modelos Brunauer, Emmet e Teller). Tanto o perfil 
das isotermas quanto o da histerese (resultado da diferença da condensação e 
evaporação do gás adsorvido) fornecem informações a respeito da textura do 
sólido. O diâmetro e o volume de poros foram determinados utilizando-se 
modelo de Barret-Joyner-Halenda (BJH) que foi aplicado às curvas de 
dessorção. Por meio da análise destes resultados verificou-se que as 
formulações, NiO-Et, NiO-Cl e NiO-OAc, calcinadas a 410 °C, apresentaram 
histerese do tipo III (Figuras 15 A, B e C). Nesse tipo de histerese, os poros 
apresentam formato de cunhas, cones e/ou placas paralelas, de acordo com a 
classificação do BDDT (GREGG & SING, 1982).  
 
Isotermas do tipo III caracterizam-se quando o calor de adsorção entre 
as moléculas adsorventes é menor do que o calor de liquefação. Assim, as 
moléculas do gás adsorvido têm maior afinidade umas com as outras do que 





A  curva histerese da formulação NiO-OAc foi maior quando comparada 
às outras duas composições e isso pode indicar que houve uma obstrução dos 
poros devido ao carbono residual preso ao material precursor 
(Ni(C2H3O2)2·4H2O). Essa dificuldade de acesso de gás aos sítios de adsorção 








 Figura 15. Isotermas de adsorção e dessorção de nanopartículas de 










Para as três composições estudadas observou-se que, para baixos 
valores de pressão relativa (P/Po), o volume de gás adsorvido não se inicia 
dozero. A presença de mesoporos pode ser constatada pelo brusco aumento 
no volume de gás adsorvido em pequenas pressões relativas (Figura 15).  
 
Os resultados desta análise foram sumarizados na Tabela 1. Foi 
constatado que as NPs-NiO produzidas a 410 °C (Cl, Et e OAc) apresentaram  
área superficial abaixo do encontrado por MOHAMMADIJOO et al., (2014)  e 
CARNES et al., (2002) que estimaram a área superficial de NiO-Cl e NiO-Et  
respectivamente de 70 m2/g e 60 m2/g. Em contrapartida encontramos, em 
nosso estudo, áreas de 33 m2/g para NiO-Cl e 31 m2/g para o NiO-Et, utilizando 
a mesma metodologia sugerida para NiO-Cl e com algumas adaptações para a 
metodologia de síntese de NiO-Et, conforme seção de Materiais e Métodos, 
item 4.2.2. Já para o NiO-OAc a metodologia utilizada não faz referência ao 
valor de área superficial, sendo que  o valor encontrado neste estudo foi de 27 
m2/g. Contudo, esta diferença de valores entre os nossos achados e do grupo 
de MOHAMMADIJOO et al., (2014) e CARNES et al., (2002) pode ter ocorrido 
porque estes analisaram partículas com tamanho médios menores (3 – 10 nm) 
do que àquelas utilizadas em nosso estudo, pois a redução no tamanho implica 







Tabela 1. Área de superfície específica, volume de poros e diâmetros de poros de 
NiO-NPs  calcinadas a 410 °C. 
 
 Nanopartículas 
 NiO-Cl NiO-Et NiO-OAc 
Área superficial 
(m2/g) 
33 31 27 
Volume de poro 
(cm3/g) 
0,056 0,059 0,55 
Diâmetro de poro 
(nm) 
3,2 3,4 8,8 
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Os volumes de poro e diâmetros de poros foram analisados e 
monstraram ser similares entre as formulações NiO-Cl e NiO-Et (menores que 
4 nm) enquanto que, para a fomulação NiO-OAc observou-se diâmetro de poro 
maior (8,8 nm). Todavia, as composições foram caracterizadas por ter 
mesoporos (poros de diâmetros entre 2 e 50 nm) de acordo com a classificação  
de SING (2009). 
 
5.2.4. Microscopia Eletrônica de Transmissão e Energia Dispersiva 
de Raios-X 
 
As imagens obtidas por MET foram analisadas no programa de análise 
de imagem denominado “ImageJ”, usado para a contagem de nanopartículas e 
avaliação dos seus diâmetros. As formulações NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc, 
obtidas, apresentaram características polimórficas, incluindo 
predominantemente a forma esférica. Contudo, foi possível observar também 
estruturas elipsóides, hexagonais e cúbicas. Além disso, observou-se 
nanopartículas aglomeradas, aspecto relacionado à distribuição polidispersa 
das nanopartículas, conforme será apresentado nas Figuras 16, 17 e 18 (A). 
 
 O  diâmetro modal de uma população de nanopartículas consiste no 
valor de diâmetro que ocorre com maior frequência. No gráfico de distribuição 
de frequência de diâmetros, corresponde ao pico. Quando essa população de 
nanopartículas apresenta valores de diâmetro que possuem uma distribuição 
simétrica, o diâmetro modal terá um valor muito próximo daquele do diâmetro 
médio (média aritmética de todos os valores de diâmetro). Por outro lado, se a 
distribuição é assimétrica, ou seja, se existe uma subpopulação com muitas 
partículas muito pequenas ou muito grandes, esta “impulsiona” o diâmetro 
médio para a esquerda ou para a direita respectivamente, e assim este 
parâmetro (diâmetro médio) passa a não ser uma medida adequada para se 
caracterizar a população de nanopartículas. Neste caso, o diâmetro modal 
representa melhor esta população. 
 
 Com relação ao diâmetro modal, das nanopartículas de  NiO-Cl, NiO-
Et e NiO-OAc apresentaram diâmetro modal de 17 nm (± 0,19); 29 nm (± 0,42) 
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e 27 nm (± 0,45), respectivamente, de acordo com o histograma com a 
distribuição de tamanhos Figura 16, 17 e 18 (B). Esses valores são maiores 
que àqueles de 5 nm encontrados CARNES et al., (2002)  e 10 nm WANG et 
al. (2005) e (5 nm)  para as mesmas metodologias de sínteses para obtenção 
das formulações NiO-Et e NiO-OAc respectivamente.  Já o valor encontrado no 
nosso trabalho para a formulação NiO-Cl de 17 nm corrobora com  estudos 
realizados por  MOHAMMADIJOO et al., (2014) que mencionou diâmetros na 
faixa de 15 – 20 nm. 
 
Os resultados dos  espectros por (EDS) de acordo com as Figuras 16, 
17 e 18 (C) nos permitiu identificar os elementos químicos que compõem o 
ponto analisado nas formulações Figuras 16, 17 e 18 (D). Devido a topografia 
irregular das formulações, o que impediu uma análise quantitativa precisa,  
todos os espectros obtidos são referentes a um caráter puramente qualitativo. 
Observou-se a presença de um sinal intenso de EDS para as linhas espectrais 
de níquel e oxigênio, indicando esses elementos como constituintes principais 
das formulações NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc. No entanto observou-se linhas 
espectrais para o cobre (Cu) e carbono (C). Pois as telas em que são 
colocadas as formulações para as análises são de cobre  e recobertas com 






Figura 16. Caracterização morfológica e mensuração de nanopartículas de 
óxido de níquel (NiO-Cl) por microscopia eletrônica de transmissão no 
aumento de 200 kV. (A) Micrografia eletrônica trnasmissão de nanopartículas 
de NiO-Cl; (B) Histograma de NiO-Cl; (C) Espectro de EDS e (D) Posição e 



















Figura 17. Caracterização morfológica e mensuração de nanopartículas de óxido 
de níquel (NiO-Et) por microscopia eletrônica de transmissão no 
aumento de 200 kV. (A) Micrografia eletrônica trnasmissão de nanopartículas de 
NiO-Et; (B) Histograma de NiO-Et; (C) Espectro de EDS e (D) Posição e 




























Figura 18. Caracterização morfológica e mensuração de nanopartículas de óxido 
de níquel (NiO-OAc) por microscopia eletrônica de transmissão no 
aumento de 200 kV. (A) Micrografia eletrônica trnasmissão de nanopartículas de 
NiO-OAc; (B) Histograma de NiO-OAc; (C) Espectro de EDS e (D) posição e 












27 nm ± 0,45 
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5.2.5. Espectroscopia na Região do Infravermelho com 
Transformada de Fourier   
 
Por meio da análise de espectros de infravermelho (Figura 19) das 
formulações de nanopartículas obtidas após o tratamento térmico a 410 °C, 
verificou-se a presença de bandas em aproximadamente 475 cm-1, 427 cm-1 e 
490 cm-1 para NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc, respectivamente. Nós atribuímos 
estes picos ao alongamento de ligação Ni-O, que indica formação dessas 
nanopartículas de óxido de níquel após o tratamento térmico a 410 °C, o que 
está de acordo com resultados encontrado por PATIL et al., (2011). 
 
 
Figura 19.  Espectro de infravermelho para nanopartículas de óxido de 
níquel de sínteses distintas A) NiO-Cl; B) NiO-Et e C) NiO-OAc) na região 
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5.3. Estabilidade das formulações NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc 
 
As suspensões preparadas apresentaram diferentes aspectos visuais 
entre si, o que, possivelmente, está associado aos produtos de NiO formado. 
Isto é, sendo o produto estequiométrico, a relação Ni:O (1:1) apresenta-se na 
coloração esverdeada Figura 20 (B) e, se o produto não for estequiométrico a 
coloração do óxido formado é preta, como mostrado na Figura 20 (A e C). 
  
 Sabendo-se que, ao longo do tempo,  podem ocorrer modificações das 
características das NiO-NPs, nomeadamente a possibilidade de formação de 
agregados, o que poderia influenciar os resultados. A avaliação da estabilidade 
das AuNPs no período necessário para a realização dos ensaios de 
citotoxicidade, foi realizada. 
 
 As suspensões não apresentaram a mesma estabilidade de 21 dias, 
conforme foi descrito por Endoh & Uchida (2008), exceto a formulação NiO-Et 
que manteve uma boa estabilidade, enquanto que NiO-Cl e NiO-OAc 




Figura 20. Suspensões de nanopartícuas de óxido de níquel 





Quando são efetuadas medições por DLS, se as suspensões coloidais 
de NPs apresentarem agregação das mesmas, esta técnica permite constatá-la 
de forma muito eficaz. Foi verificado, pelos resultados de DLS, que as NPs  
aumentavam os valores de dispersão da luz, sinal de ocorrência de agregação 
exceto a formulação NiO-Et. Adicionalmente a verificação do pH é muito 
importante, na perspectiva da aplicação destas NPs nos ensaios de 
citotoxicidade, dado que o pH fisiológico é 7. Na Tabela 2 estão apresentados 
os resultados de cada parâmetro avaliado das suspensões de NiO-NPs (NiO-
Cl, NiO-Et e NiO-OAc)  no 7° e 15° dias após a preparação. 
 
Tabela 2: Diâmetro Hidrodinâmico médio (DH, nm), Índice de Polidispersão (PDI), 
Potencial Zeta ( PZ, mV) e Potencial hidrogeniônico (pH) das NiO-NPs.  
_____________________________________________________________________ 
Período Analisado: 
7° dia após a preparação das formulações 
Formulações                          NiO-Cl NiO-Et NiO-OAc 
 
       DH                                    309 ± 0,20                    134 ± 1,57                    406 ± 16,7 
       PDI                                0,386 ± 0,05                  0,151 ± 0,02                 0,187 ± 0,16 
       PZ                                     -26 ± 0,02                    +31  ± 0,08                     +26 ± 0,08 
       pH                                           8                                     8                                     7 
    Período Analisado: 
     15° dias após a preparação das formulações 
 
Formulações                             NiO-Cl 
 
NiO-Et NiO-OAc 
      DH                                        342 ± 9,181                 138 ± 27,39                   542 ± 1,96 
      PDI                                     0,409 ± 0,08                0,160 ± 0,01                 0,609 ± 0,12  
      PZ                                          -22 ± 0,03                   +31 ± 0,02                      +20 ± 0,03 
      pH                                                8                                   8                                       8 
Os valores são referentes à média de três medidas ± desvio padrão. 
 
A medida de potencial zeta é um referencial que verifica as condições de 
estabilidade da suspensão. Partículas em suspensão podem sofrer ionização 
ou adsorver grupos carregados em sua superfície. Assim, valores de potencial 
zeta abaixo de - 30 mV ou acima + 30 mV são indicativos de estabilidade do 
estado de dispersão das NPs em decorrência da repulsão pelas cargas 
elétricas da superfície das nanopartículas. Já valores entre - 30 e + 30 mV 
indicam instabilidade da suspensão das NPs, o que pode sugerir tendência das 
NPs à agregação. Portanto a partir desses resultados infere-se que, somente a 
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formulação NiO-Et  manteve-se estável o potencial zeta não variou no período  
de 7 e 15 dias (+31  ± 0,08; +31 ± 0,02), respectivamente (MALVERN, 2004).  
 
De acordo com a análise de potencial zeta as amostras de 
nanopartículas de óxido de níquel demonstraram estar sujeitas a sofrer 
agregação, o que pode justificar o fato de termos encontrado partículas 
maiores nas análises de microscopia eletrônica de transmissão quando 





Figura 21. Parâmetros utilizados para o estudo de estabilidade das formulações NiO-
Cl, NiO-Et e NiO-OAc. (A) DH; (B) PDI; (C) PZ;  e (D) pH. 
 
5.3.1. Espectroscopia por Absorção Atômica 
 
A concentração de níquel nas formulações das nanopartículas NiO-Cl, 
NiO-Et e NiO-OAc esperada pelo método de acordo com ENDOH & UCHIDA, 
(2008) era de 1,1 g/L. Visto que, com o auxílio da medida de absorção atômica, 










g/L para NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc, respectivamente, isto sugere perda de 
massa das formulações após o processo de filtração.  
 
5.4. Considerações gerais sobre a caracterização das 
formulações 
 
Quando comparados os valores dos diâmetros hidrodinâmicos obtidos 
por DLS com os valores determinados a partir das imagens de MET e DRX  
verificou-se que há uma diferença entre os respectivos valores (Tabela 3). 
 
Tabela 3. Valores de diâmetro hidrodinâmico de distribuição de números de partículas 
obtidos por Espalhamento de Dinâmico Luz, diâmetro modal obtido por Microscopia 
Eletrônica de Transmissão, e diâmetro de cristalitos por meio de Difração de Raios-X  
para as três formulações das nanopartículas de óxido de níquel utilizadas neste 
trabalho. 
_______________________________________________________________ 
             Formulações                  (DRX)                (MET)                   (DLS) 
_____________________________________________________________________ 
           NiO-Cl                    13 nm                    17 nm                   325 nm 
           NiO-Et                    19 nm                    29 nm                   136 nm 
          NiO-OAc                21 nm                    27 nm                   474 nm 
 _______________________________________________________________ 
 
 Normalmente, os valores de diâmetros obtidos por DLS são superiores 
ao diâmetro determinado por MET e também pelo diâmetro obtido por DRX. 
Isto pode ser atribuído ao fato da técnica de DLS medir o diâmetro das 
partículas, que inclui necessariamente o raio da esfera de hidratação. Além 
disso, as medições de DLS são muito sensíveis à agregação, mesmo para 
agregados de pequena dimensão, e nossas partículas apresentaram-se 
aglomeradas, conforme as análises realizadas por MET.  
 
Assim, a existência de agregados pode desviar toda a população de 
tamanhos para valores um pouco maiores. Já o diâmetro mensurado por MET 
detecta apenas a matéria com elevada densidade eletrônica, enquanto que o 
DRX, de forma complementar, nos permite calcular os domínios cristalinos. 
Estas considerações foram confirmadas para as suspensões analisadas, em 
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que o diâmetro médio determinado por DLS é maior que o diâmetro 
determinado por MET e DRX (NATH & CHILKOTI 2001). 
 
5.5. Avaliação da citotoxicidade de nanopartículas de óxido de 
níquel in vitro por ensaio colorimétrico do MTT 
 
O ensaio colorimétrico do MTT  é um dos métodos mais referenciados 
para avaliação da citotoxicidade de compostos e nanocompostos (HEO,1990). 
A avaliação da viabilidade celular por este método é bastante empregada para 
identificar a citotoxicidade de diversas nanopartículas. 
 
Em nossos ensaios, as doses empregadas foram escolhidas após a 
análise de alguns artigos, os quais investigaram doses de 1 a 100 μg/mL em 
diferentes linhagens de culturas celulares. Estes estudos serão citados no 
decorrer da apresentação de resultados e discussão abaixo. De maneira geral, 
todas as formulações investigadas (NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc) induziram 
citotoxicidade, tanto em linhagens de cultura de células de fibroblastos (NIH-
3T3)  e de queratinócitos (HaCat) em todas as doses (10, 50 e 100 µg/mL) e 
tempos investigados (24, 48 e 72 h) (Figura 22 e 29). A seguir, os resultados 
sobre a citotoxicidade de cada uma das formulações, sintetizadas e 
caracterizadas neste estudo, serão apresentados por linhagem celular.  
 
5.5.1. Avaliação da citotoxicidade sobre a linhagem HaCat 
 
 Além das formulações induzirem citotoxicidade em todas as doses e 
tempos, observou-se também que houve tendência de menor viabilidade 
celular da linhagem HaCat quando incubadas com doses crescentes das NiO-
NPs, especialmente na dose de 100 µg/mL com a formulação de NiO-OAc 

























































































































H a C a t 2 4 h
H a C a t 4 8 h
H a C a t 7 2 h
 
Figura 22. Distribuição da viabilidade celular segundo as doses de NiO-Cl, NiO-Et 
e NiO-OAc na linhagem HaCat avaliada após 24, 48 e 72 horas de tratamento. As 
células HaCat foram tratadas com doses de 10, 50,100 µg/mL e H2O. Todos os 
dados foram normalizados com H2O e expressos como média ± erro padrão de 
três experimentos independentes realizados em triplicatas.  
 
A seguir, os resultados serão apresentados de forma mais detalhada a 
fim de se descrever o efeito de cada uma das formulações empregadas neste 
estudo (NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc) sobre a viabilidade de células HaCat em 
relação às doses (10, 50 e 100 µg/mL) e tempos de exposição (24, 48 e 72 h).  
 
Com relação ao tratamento das células HaCat com a formulação NiO-Cl a 
redução na viabilidade foi de, no máximo, 30%, haja vista que esta formulação 
induziu maior efeito citotóxico na dose de 100 µg/mL em 72 h (70% de células 























H a C a t 2 4 h
H a C a t 4 8 h
H a C a t 7 2 h
* * *
* * * * *
* * * *
*
* * * *
* * * *
* * *
 
Figura 23. Distribuição da viabilidade celular segundo as doses de NiO-Cl na 
linhagem celular HaCat avaliada após 24, 48 e 72 horas de tratamento. As 
células HaCat foram tratadas com 10, 50 e 100 µg / mL de NiO-Cl e H2O. Todos 
os dados foram normalizados com H2O e Médias ± desvio padrão de três 
triplicatas que são apresentados como  P ˃ 0.05; * P ≤ 0.05; ** P ≤ 0.01, *** P ≤ 
0,001; **** P ≤ 0.0001. 
 
A respeito da formulação NiO-Et também se observou que esta 
apresentou efeito citotóxico, especialmente após o tratamento com a maior 
dose (100 µg/mL), após 24, 48 e 72 h. Nos demais tratamentos (doses de 10 e 
50 µg/mL) houve redução significativa na viabilidade celular apenas no período 
de 24 h (Figura 24). 


















H a C a t 2 4 h
H a C a t 4 8 h
H a C a t 7 2 h
* ** * * *
 
Figura 24. Distribuição da viabilidade celular em termos da concentração de 
nanoaprtículas de NiO-Et em linhagem celular HaCat avaliada após 24, 48 e 72 
horas de tratamento. As células HaCat foram tratadas com doses de 10, 50 e 
100 µg / mL e H2O. Todos os dados foram normalizados com H2O e Médias ± 
DP de três triplicatas que são apresentados como P ˃ 0.05; * P ≤ 0.05; ** P ≤ 





Quanto ao tratamento com a formulação NiO-OAc também se observou 
redução na viabilidade das células HaCat em todas as doses e tempos 
investigados em relação ao grupo controle (Figura 25). Além disso, este efeito 
citotóxico foi mais pronunciado na dose de 100 µg/mL e no período de 72 h. 
Esta formulação foi a que apresentou a menor viabilidade em células HaCat, 
sendo esta de 62,3% (± 8,3) em relação ao grupo controle. Sendo esta 
formulação a que apresentou a menor estabilidade em suspensão. 
          


















H a C a t 2 4 h
H a C a t 4 8 h
H a C a t 7 2 h
* * * * *
* *
* * * *
* * * *
*
* * * * * * *
* *
 
Figura 25. Distribuição da viabilidade celular segundo a dose de 
nanopartículas de NiO-OAc em linhagem celular HaCat avaliada após 24, 48 e 
72 horas de tratamento. As células Hacat foram tratadas com doses de 10, 50 
e 100 µg/mL e H2O. Todos os dados foram normalizados com H2O, Médias ± 
DP de três triplicatas que são apresentados como P ˃ 0.05; * P ≤ 0.05; ** P ≤ 
0.01, *** P ≤ 0,001; **** P ≤ 0.0001. 
 
 
5.5.2. Avaliação da citotoxicidade sobre a linhagem NIH-3T3 
 
De modo geral, observou-se que NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc induziram 
citotoxicidade de maneira dependente da dose e do tempo em células da 
linhagem NIH-3T3, assim como ocorreu com HaCat. A título de exemplo, notou-
se que a citotoxicidade foi proporcionalmente maior com o aumento da dose. 
Além disso, em geral, o perfil de citotoxicidade das formulações investigadas foi 























































































































N IH -3 T 3  2 4 h
N IH -3 T 3  4 8 h
N IH -3 T 3  7 2 h
 
Figura 26. Distribuição da viabilidade celular segundoa concentração de 
nanopartículas de NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc na linhagem celular NIH-3T3 
avaliada após 24, 48 e 72 horas de tratamento. As células NIH-3T3 foram 
tratadas com doses de 10, 50 e 100 µg/mL e H2O. Todos os dados foram 
normalizados com H2O e Médias ± DP de três triplicatas. 
 
Acerca dos dos tratamentos com NiO-Cl, na linhagem NIH-3T3, notou-
se que esta formulação reduziu a viabilidade em todas as doses e tempos 
investigados, exceto na dose de 10 µg/mL no período de 48 h. Além disso, o 
efeito citotóxico desta formulação foi maior na dose de 100 µg/mL e no período 
de 72 h de tratamento, o que correspondeu a 65,8% (± 3,9) de viabilidade 






















N IH -3 T 3  2 4 h
N IH -3 T 3  4 8 h
N IH -3 T 3  7 2 h
* * * * * * * *
* * * *
* * * *
* * *
* * * *
* * * *
* * * *
* * * *
 
Figura 27. Distribuição da viabilidade celular segundoa concentração de 
nanoaprtículas de NiO-Cl em linhagem celular NIH-3T3 avaliada após 24, 48 e 
72 horas de tratamento. As células NIH-3T3 foram tratadas com doses de 10, 
50 e 100 µg/mL e H2O. Todos os dados foram normalizados com H2O e Médias 
± DP de três triplicatas que são apresentados como P ˃ 0.05; * P ≤ 0.05; ** P ≤ 
0.01, *** P ≤ 0,001; **** P ≤ 0.0001. 
 
  
Com referência a NiO-Et verificou-se que esta formulação também foi 
citotóxica para células da linhagem NIH-3T3 em todas as doses e tempos de 
incubação avaliados, visto que a porcentagem de viabilidade celular foi menor 
nos grupos de tratamentos com NiO-Et do que no grupo controle. O menor 
valor de viabilidade celular foi observado na dose intermediária (50 µg/mL) no 
tempo de 48 h (75,7 % ± 3,2) em contraste com a dose de 10 µg/mL, no 
período de 72 h, em que se verificou o maior valor de viabilidade celular (90% ± 























N IH -3 T 3  2 4 h
N IH -3 T 3  4 8 h
N IH -3 T 3  7 2 h
* * * *
* * * *
* * *
* * * *
* * * *
* * * *
* * * *
* * * * *
 
Figura 28. Distribuição da viabilidade celular segundo a concentração de 
nanoapartículas de NiO-Et na linhagem celular NIH-3T3 avaliada após 24, 48 e 
72 horas de tratamento. As células NIH-3T3 foram tratadas com doses de 10, 
50 e 100 µg/mL e H2O. Todos os dados foram normalizados com H2O e Médias 
± DP de três triplicatas que são apresentados como P ˃ 0.05; * P ≤ 0.05; ** P ≤ 
0.01, *** P ≤ 0,001; **** P ≤ 0.0001. 
 
 
Em referência a NiO-OAc verificou-se que houve redução na 
viabilidade de células NIH-3T3 tratadas com as três doses e nos três períodos 
de exposição analisados. Ademais, este efeito foi mais acentuado na maior 
dose (100 µg/mL) e tempo de tratamento (48 h), apresentando cerca de 65,2% 
(± 2,3) de viabilidade. Desta forma, sugere-se que o NiO-OAc também induziu 













































N IH -3 T 3  2 4 h
N IH -3 T 3  4 8 h
N IH -3 T 3  7 2 h
* * * *
* * * *
* * * *
* * * *
* * * * * * * *
* * * *
* * * *
 
Figura 29. Distribuição da viabilidade celular segundo a concentração de NiO-
OAc em linhagem celular NIH-3T3 avaliada após 24, 48 e 72 horas de 
tratamento. As células NIH-3T3 foram tratadas com doses de 10, 50 e 100 
µg/mL e H2O. Todos os dados foram normalizados com H2O e Médias ± DP de 
três triplicatas que são apresentados como P ˃ 0.05; * P ≤ 0.05; ** P ≤ 0.01, *** 
P ≤ 0,001; **** P ≤ 0.0001. 
 
 
Assim, por meio da análise destes resultados, podemos inferir que todas 
as formulações analisadas (NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc) induziram efeito 
citotóxico mais acentuado à medida que se aumentou a dose e o tempo de 
exposição e isto ocorreu de forma similar para ambas as linhagens celulares, 
NIH-3T3 e HaCat.  
 
Ao se comparar a sensibilidade das linhagens celulares analisadas 
frente à exposição das três formulações percebemos algumas particularidades 
relacionadas à toxicidade e que são variáveis de acordo com a dose avaliada. 
Por exemplo, após o tratamento com NiO-Cl, na dose de 100 µg/mL, o perfil 
citotóxico foi similar nas duas linhagens. Contudo, nas demais doses (50 e 10 
µg/mL) a linhagem NIH-3T3 foi mais sensível. A respeito da formulação NiO-Et  
observou-se efeito citotóxico mais intenso para a linhagem NIH-3T3. Por outro 
lado, quanto ao tratamento com a formulação NiO-OAc notou-se que, nas 
doses de 100 e 50 µg/mL, células da linhagem HaCat foram mais sensíveis em 
contrapartida com a dose de 10 µg/mL em que as células da linhagem NIH-3T3 
foram mais sensíveis do que HaCat. 
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MAQSOOD et al. (2012) avaliaram a viabilidade de células de carcinoma 
mamário (linhagem MCF-7) expostas à diferentes doses de nanopartículas à 
base de níquel (0, 1, 2, 5, 10, 25, 50 e 100  µg/mL) por um período de 24 horas. 
Estes autores empregaram nanopartículas com diâmetros de cerca de 28 nm, 
ou seja, similar ao que encontramos em nosso estudo. Ademais, em nosso 
estudo, nós avaliamos as doses de 10, 50 e 100 µg/mL por 24 h, assim como 
estes autores. Contudo, em nosso estudo nós avaliamos a viabilidade de 
células normais de fibroblastos e queratinócitos (linhagens NIH-3T3 e HaCat) 
em contraste com estes autores que analisaram células de carcinoma mamário 
(linhagem MCF-7).  
 
De acordo com o estudo conduzido por MAQSOOD et al. (2012) NiO-
NPs não reduziram a viabilidade de células da linhagem MCF-7 até a dose de 5 
µg/mL. No entanto, a partir de  10 µg/mL foi observada signficativa redução na 
viabilidade destas células. Segundo este estudo, a viabilidade celular nas 
doses de 25, 50 e 100 µg/mL foi de 86%, 62% e 44%, respectivamente. Em 
nosso estudo, nós verificamos que as NiO-NPs também reduziram a viabilidade 
celular a partir da dose de 10 µg/mL nas linhagens NIH-3T3 e HaCat. Além 
disso, em nosso estudo, a menor viabilidade encontrada foi de 76% (± 17), 79 
(± 20) e 78% (± 29) quando as células HaCat  foram expostas ao tratamento 
NiO-Et no período de 24h em concentrações e período experimental 
semelhante. Adicionalmente, os autores também verificaram que o efeito 
citotóxico foi proporcionalmente maior com o aumento das doses, assim como 
ocorreu em nossos ensaios apesar de se tratar de estudos com linhagens 
celulares distintas (MCF-7 versus NIH-3T3 e HaCat).  
 
O IC50 é uma medida da eficácia de fármacos e indica a concentração  
que inibe a viabilidade celular em 50%. O IC50 também foi calculada a fim de se 
comparar os efeitos citotóxicos das três formulações (NiO-Cl, NiO-Et e NiO-







Tabela 4. Valores de IC50 (valor da concentração de um composto necessária para reduzir 
pela metade a viabilidade celular) das formulações NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc para 





NiO-Cl                           NiO-Et                     NiO-OAc 
24 h 377 (254 a 643)            249 (115 a 934)        259 (153 a 541) 
48 h 351 (258 a 511)           291 (186 a 530)         155 (112 a 224) 
72 h 219 (255 a 482)           340 (255 a 482)         151 (113 a 208) 
 IC50 (µg/mL) 
    Linhagem NIH-3T3 
Tempo  
NiO-Cl                          NiO-Et                       NiO-OAc 
24 h 320 (249 a 430)            366 (269 a 537)            293 (249 a 352) 
48 h 199 (139 a 304)            195 (144 a 276)            143 (352 a 201) 
72 h 141 (99 a 210)               223 (166 a 313)            259 (175 a 424) 
 
Analisando o período de 24 h de tratamento entre as três formulações 
investigadas e as duas linhagens celulares (HaCat e NIH-3T3), notou-se NiO-Et 
foi a formulação que apresentou o menor valor de IC50 (249 µg/mL) e isto 
ocorreu na linhagem HaCat, sugerindo que NiO-Et foi mais citotóxica do que as 
demais (NiO-Cl e NiO-OAc) nesse período e, particularmente, para HaCat. Por 
outro lado, no período de 48 h de tratamento, a formulação NiO-OAc foi a que 
induziu maior citotoxicidade em ambas as linhagens, haja vista que observou-
se  menores valores de IC50 sendo estes de 155 µg/mL na linhagem HaCat e 
143 µg/mL em NIH-3T3. Já no  período de 72 h notou-se que a formulação 








5.5.3. Considerações gerais sobre citotoxicidade das formulações  
 
A partir da análise dos dados referentes a citotoxicidade das 
nanopartículas de NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc podemos, de certa forma, 
relacionar o potencial citotóxico destas em células das linhagens NIH-3T3 e 
HaCat com suas características físico-químicas. Algumas destas 
características estão sumarizadas na Tabela 5. 
  
Tabela 5.     Propriedades físico - químicas das nanopartículas. 
Nanopartículas Diâmetro modal 
(nm) 
Potencial Zeta 
(mV) (7° dia) 
Área superficial 
(m2/g) 
NiO-Cl                17 ±0,19 -26 ± 0,02 33 
NiO-Et                29 ± 0,20 +31 ± 0,08 31 
NiO-OAc 27 ± 0,35 +26 ± 0,08 27 
Potencial Zeta foi mensurado por DLS (valores referentes ao período de 7 dias. Período 
necessário para a realização dos ensaios de MTT); média ± desvio padrão. Área superficial foi 
medida por adsorção de nitrogênio (B.E.T.). A cristanilidade foi determinada por DRX. O 
diâmetro modal mensurado por MET. 
 
De toda forma, sabemos que não existe um único parâmetro     
característico associado diretamente à toxicidade de NiO-NPs. Porém, vários 
fatores (tamanho, área superficial, forma) podem influenciar a atividade 
citotóxica de NiO-NPs. Utilizamos NiO-NPs com dimensões inferiores a 30 nm, 
aspecto morfológico predominantemente esférico e apresentando agregação. 
Cada linhagem celular com sua especificidade reagiu diferentemente de acordo 
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Figura 30.  Distribuição da média (delta - Δ) das diferenças entre os valores de 
viabilidade celular no período final de 72 h e valores de viabilidade celular no período 
inicial de 24 h  para as formulações NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc em linhagens celular 
HaCat e NIH-3T3. As células foram tratadas com doses de 10, 50 e 100 µg/mL e 
H2O. 
Neste trabalho, avaliamos três formulações de NiO-NPs com o objetivo 
de obtermos partículas menores em cada síntese distinta, mas isto não ocorreu 
em virtude das condições de síntese. No entanto, analisamos a possível 
variação de toxicidade entre o mesmo material (NiO-NPs) obtido a partir de 
diferentes sínteses. Notamos que, de maneira geral, a formulação NiO-OAc 
induziu maior efeito citotóxico do que as demais formulações, quando se 
comparou as mesmas doses e linhagens. Contudo, ao se comparar os efeitos 
das formulações sobre as linhagens, percebeu-se que em cada período de 
tratamento houve uma resposta diferente, após analisar os diferentes valores 
de IC50 (Tabela 4). 
 
Uma das características das formulações, em nosso estudo, é o fato de 
elas se apresentarem agregradas. De acordo com LU et al. (2009), a tendência 
de NPs à agregação é uma das propriedades mais bem documentadas e 
também  a forma mais possível de exposições humanas. Em nosso trabalho, 
as NiO-NPs apresentaram citotoxicidade mesmo estando agregadas e estes 
achados também foram relatados por DONALDSON et al. (2005). Estes 
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autores afirmaram que um aumento da inflamogenicidade, aspecto relacionado 
à toxicidade, foi associado com o aumento da área superficial de NPs, mesmo 
formando aglomerados.  
 
 De acordo com DUFFIN et al. (2007), um estudo realizado com 
agregados de  óxido de titânio (TiO2)  formados a partir de  partículas primárias 
com cerca de 20 nm, ou seja, em faixa de diâmetro similar ao das 
nanopartículas que produzimos, foi atribuída uma relação de maior toxicidade 
em decorrência a maior área superficial destas NPs, e foi apontado que a 
agregação de NPs não afetou a sua toxicidade.   
 
Um estudo realizado por PIETRUSKA et al., (2011) com o objetivo de 
investigar se a toxicidade de nanopartículas de níquel insolúvel dependia de 
sua absorção pelas células - alvo, demonstrou os efeitos citotóxicos de óxido 
de níquel na linhagem H460 humana (células de câncer de pulmão). 
Observaram que as células da linhagem H460 incorporaram as nanopartículas 
sendo que estas puderam ser visualizadas dentro dos vacúolos citoplasmáticos 
após uma exposição de 24 h. Em contraste, não foi observada esta resposta 
quando as células foram expostas à micropartículas de níquel metálico. As 
nanopartículas de níquel, dentre estas as de óxido de níquel, causaram uma 
ativação rápida e prolongada da via de HIF-1α (fator induzível de hipóxia). 
 
 Ainda, de acordo com PIETRUSKA et al., (2011) nanopartículas de 
níquel induziram citotoxicidade por meio da ativação de apoptose. Esse 
trabalho mostrou que as nanopartículas de óxido de níquel (NiO-NPs), em 
contraste com micropartículas de níquel, ativaram uma via característica de 
toxicidade de compostos de níquel associada à carcinogênese por apresentar 
ativação sustentada da via de HIF-1α que, por sua vez, pode promover a 
transformação da célula e a progressão de um tumor. Observou-se também 
que aproximadamente 50% do níquel em NiO-NPs é internalizado pela célula 
em 24 h, enquanto apenas 1 a 3% do níquel disponível em nanopartículas de 




No nosso trabalho, não avaliamos a potencial via que desencadeia a 
toxicidade. Entretanto, foi possível observar algumas sutis diferenças entre a 
sensibilidade das células analisadas quando submetidas ao mesmo tratamento. 
De forma geral, houve maior citotoxicidade no período de 72 h do que em 24 h 
de tratamento quando se comparou as duas linhagens frente à exposição das 
três formulações empregadas neste estudo. Ainda, notou-se que formulação 
NiO-Cl foi mais citotóxica para células da linhagem NIH-3T3 (doses de 50 e 10 
µg/mL) do que para HaCat e a formulação NiO-Et também induziu maior efeito 
citotóxico na linhagem celular NIH-3T3 em todas as doses analisadas (10, 50 e 
100 µg/mL). Quanto à formulação NiO-OAc notou-se que esta demonstrou 
maior citotoxicidade na linhagem HaCat nas doses de 100 e 50 µg/mL  
 
Tendo em vista a análise de todos os ensaios realizados podemos inferir 
que as formulações que produzimos neste estudo (NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc) 
apresentaram características físicas e químicas similares e efeitos citotóxicos 
particulares que foram influenciados pela dose, tempo de exposição e tipo 
celular avaliados. Assim, pudemos esclarecer as hipóteses levantadas neste 
estudo. Em suma, as NiO-NPs induziram efeitos citotóxicos de forma 
dependente da dose e do tipo celular. Além disso, notamos que as 
características físicas e químicas peculiares de cada formulação podem 
















6. CONCLUSÃO  
 
 A síntese das três formulações (NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc) foram 
reprodutíveis e são viáveis para produção de nanopartículas de óxido de 
níquel.  
 
  As NiO-NPs demonstraram uma homogeneidade moderada com um PDI 
menor que 0,4 e estabilidade coloidal moderada de acordo com o potencial 
Zeta de -26 (± 0,02), +31 (± 0,08) e +26 (± 0,08), apresentando diâmetro 
hidrodinâmico em número de partículas de 309 ± (0,20), 134 (± 1,57) e 406 ( ± 
16,7), respectivamente, para as  três formulações citadas acima (estes valores 
é referente ao 7° dia. Período necessário pra realização das análises de 
viabilidade celular). 
 
  Os diâmetros modal das NiO-NPs, estimados por MET e o diâmetro dos 
cristalitos por DRX, foram inferiores a 30 nm para as três formulações. As três 
formulações apresentaram baixa área superficial, quando comparada a NiO-
NPs obtidas por sínteses similares realizada por outros autores e foram 
caracterizadas como mesoporosas. A caracterização por FTIR apontou para 
banda de ligação Ni-O e a análise de EDS indicou o níquel e oxigênio como 
constituintes das nossas formulações. 
 
As NiO-NPs produzidas, de uma forma geral, apresentaram efeito 
citotóxico em ambas as linhagens celulares (HaCat e NIH-3T3) e o efeito 
citotóxico das três formulações foi proporcionalmente maior com o aumento da 












Considerando tudo o que foi exposto e discutido neste trabalho, 
sugerimos algumas perspectivas para estudos futuros como:  
1. Análise da biodistribuição de NiO-NPs  em células poderia ser verificada 
a partir de análises por MET;  
2. Avaliação dos efeitos de NiO-NPs (NiO-Cl, NiO-Et e NiO-OAc) poderiam 
ser avaliados em linhagens células tumorais; 
3. Investigação de outros testes que poderiam ser empregados para 
compreensão dos mecanismos de ação das NiO-NPs, tais como a 
produção de espécies reativas de oxigênio (ERO);  
4. Os efeitos das NiO-NPs poderiam também ser investigados em modelos 
animais in vivo; 
5. E, por último, mas não menos importante, ensaios com compostos 
solúveis de níquel poderiam ser testados juntamente com as 














8. APÊNDICE  A 
 
Técnicas de análise e caracterização de nanopartículas 
 
A produção e o desenvolvimento de metodologias analíticas, para a 
rápida e rigorosa caracterização dos nanomateriais é de especial interesse para 
o desenvolvimento da nanotecnologia. Assim a compreensão de características 
físicas e químicas, como o tamanho e a composição de nanopartículas é 
particularmente importante. Várias são as técnicas disponíveis para a 
caracterização dos nanomateriais e de suas  suspensões. Desse modo, a 
escolha adequada das técnicas de caracterização deve ser condizente com o 
tipo de informação que cada técnica pode fornecer e, principalmente, deve-se 
considerar a complementaridade entre as diversas técnicas. No presente 
trabalho, foram escolhidas as seguintes técnicas de caracterização: análise 
termogravimétrica (TG), análise de difração de raios – X, análise de área 
superficial (B.E.T.), microscopia eletrônica de transmissão (MET), 
espectroscopia de energia dispersiva (EDS), espectroscopia por infravermelho 
(FTIR); espectroscopia de absorção atômica (EAA) e espalhamento dinâmico de 
luz (DLS). A definição, aplicações e características de cada uma destas técnicas 
estão descritas abaixo: 
 
Análise Termogravimétrica – TG 
 
A análise termoanalítica (TG) baseia-se no estudo da variação de 
massa de uma amostra, resultante de uma transformação física (sublimação, 
evaporação, condensação) ou química (degradação, decomposição, oxidação) 
em função do tempo ou da temperatura. Os principais dados obtidos a partir da 
análise de uma curva de TG são a temperatura inicial de cada etapa de 
decomposição da amostra, temperatura em que a velocidade de cada 
decomposição é máxima e a temperatura final de decomposição, além da 
perda de massa da amostra, que é proporcional à área abaixo de cada pico da 
derivada de TG (DTG). A análise térmica é comumente usada para estudos de 




 Os métodos térmicos desempenham um papel significativo na 
caracterização de nanopartículas metálicas porque é possível realizar medidas 
clássicas de temperaturas de perda de massa, e verificar a reatividade da 
superfície com a atmosfera escolhida. Nesse caso, podem-se escolher vários 
gases como atmosfera (nitrogênio, argônio) e verificar o ganho de massa 
quando a atmosfera for reativa à nanopartícula ou à espécie química adsorvida. 
Assim, esta é uma técnica destrutiva, na qual se monitora a variação da massa 
de uma amostra em função da temperatura ou do tempo em um ambiente de 
temperatura e atmosfera controladas (ROONASI & HOLMGREN, 2009).  
 
Análise de Difração de Raios – X  
 
A análise de difração de raios-X (DRX) é usada para obter 
características importantes sobre a estrutura cristalina de um composto. Estas 
informações são geradas pelo fenômeno físico da difração e também da 
interferência, ou seja, quando os raios incidem sobre um cristal, ocorre à 
penetração do raio na rede cristalina e, a partir disso, teremos várias difrações 
e interferências construtivas e destrutivas, assim, os raios X irão interagir com os 
elétrons da rede cristalina e serão difratados, permitindo através desta leitura 
através de um dispositivo capaz de detectar e traçar o desenho da estrutura 
cristalina, obter informações como presença de fases características e 
parâmetros de rede (SÁNCHEZ-PASTOR & LUQUE DEL VILLAR, 2011). Para 
as ondas interferirem construtivamente, a condição de Bragg tem que ser 
satisfeita, ou seja, deve ocorrer interferência construtiva como demonstrado 
pela a equação abaixo:  
 
Equação I: Equação de Bragg 
 
 Onde n é a ordem de reflexão (número inteiro), λ é o comprimento de 
onda da radiação incidente, θ é o ângulo de Bragg, e d a distância entre dois 
planos atômicos. O lado direito da equação é essencialmente a diferença entre 
os caminhos percorridos pela onda espalhada nas posições O e O’ (Figura A) 
(Myers, 1991). Esta lei estabelece que para um dado comprimento de onda da 
radiação X incidente. O raio espalhado emergirá apenas em ângulos para os 
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quais esta condição é satisfeita. Cada pico de difração é produzida por certo 
conjunto de planos que satisfaça esta condição, permitindo a identificação do 








Figura A. Diagrama mostrando a interferência construtiva de raios X numa 
rede cristalina de átomos (pontos verdes), afastados por uma distância 
interplanar monocromática (MYERS, 1991). 
 
Os tamanhos de cristalitos de amostras são calculados, utilizando a 
largura à meia altura dos picos dos difratogramas, introduzida na equação de 
Scherrer: 
 
Equação II: Equação de Scherrer 
 
Na qual D é o tamanho do cristalito, λ é o comprimento de onda (0,154 
nm), K é a constante igual a 1, é β é a largura (metade da altura do pico 
máximo de difração correspondente a um ângulo 2θ). Assim, cada sólido 
cristalino possui um padrão de difração único, em função da posição, 
intensidade e quantidade de máximo de difração (BENAVENTE et al., 2012; 
SÁNCHEZ-PASTOR &LUQUE DEL VILLAR, 2011). 
 
Análise textural  
 
 Brunauer-Emmett-Teller (B.E.T) é uma análise também conhecida como 
ASA (análise de área superficial) mede a área superficial específica por 
unidade de massa do material investigado. A análise de B.E.T. é um dos 
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modos mais antigos de caracterização e consiste na medida da fisissorção 
(adsorção física) de um gás inerte, como o nitrogênio (N2) e pode ser feita por 
um único ponto ou por vários pontos da amostra (BARRET et al., 1952). 
 
Os fundamentos da técnica analítica são baseados em uma 
determinada amostra ser acondicionada em um tubo sob vácuo, resfriada à 
temperatura criogênica e exposta a um gás análise sob uma série de pressões 
controladas com precisão. A cada aumento de pressão, o número de 
moléculas adsorvidas na superfície aumenta. A pressão na qual o equilíbrio da 
adsorção ocorre é medida e a lei universal dos gases é aplicada para 
determinar a quantidade de gás adsorvido. Qualquer microporo na superfície é 
rapidamente preenchido, fazendo com que a superfície livre se torne 
completamente coberta e finalmente os poros grandes são cheios. O processo 
deve continuar até o ponto de condensação volumétrica do gás de análise. Em 
seguida o processo de dessorção deve começar ao passo que a pressão é 
sistematicamente reduzida resultando na liberação das moléculas adsorvidas 
(BARRET et al., 1952). 
 
Microscopia Eletrônica de Transmissão  
 
MET (Microscopia Eletrônica de Transmissão) é uma técnica de 
caracterização indispensável para determinação do tamanho de 
nanoapartículas. No microscópico eletrônico de transmissão um canhão gera 
um feixe de elétrons de alta energia que, guiado por um conjunto de lentes 
magnéticas, incide sobre a amostra. Assim, os feixes transmitidos e difratados 
são recombinados na construção da imagem, que é projetada na tela do 
microscópio e capturada por uma única câmara digital, tendo projeções 
bidimensionais e, portanto, fornece imagem com maior ampliação. O maior 
benefício desta, frente às demais técnicas, está na capacidade de observação 
de dois pontos separados por uma dada distância, e assim, quanto menor a 
distância que o microscópio conseguir distinguir entre dois pontos, maior será a 
resolução do equipamento, ou seja, o poder de resolução. É uma das técnicas 




Um fator muito importante a considerar quando é utilizada MET é que 
estes equipamentos precisam de alto vácuo para que os feixes de elétrons não 
sejam espalhados pelas moléculas de ar caso encontram-se no interior do tubo 
e como consequência diminuiria a qualidade da imagem assim como danificaria 
o equipamento (FULTZ & HOWE, 2012). 
 
Espectroscopia de energia dispersiva de raios-x  
A técnica de EDS  (energy disersive X-ray dector, EDX ou EDS é uma 
importante ferramenta de microanálise que fornece composição química 
qualitativa ou semi quantitativa de regiões ou fases da amostra observada. 
Um feixe de elétrons incide sobre a amostra a ser analisada, os elétrons 
mais externos dos átomos e os íons constituintes são excitados, mudando de 
níveis energéticos. Ao retornarem para sua posição de origem, liberam a 
energia adquirida a qual é emitida em comprimento de onda no espectro de 
raios-x. Como os elétrons de um determinado átomo possuem energias 
distintas, é possível, no ponto de incidência do feixe, determinar quais os 
elementos químicos estão presentes naquele local e assim identificar em 
instantes que elemento está sendo observado. Além da identificação, o 
equipamento ainda permite o mapeamento da distribuição de elementos 
químicos por minerais, gerando mapas composicionais de elementos 
desejados. (MANNHEIMER, 2002). 
 
Espectroscopia Infravermelho  
 
  É uma técnica de análise  que permite  a obtenção do espectro 
infravermelho rapidamente. Em vez de se coletar os dados variando-se a 
freqüência da radiação infravermelha, a radiação IV (com todos os 
comprimentos de onda da faixa usada) é guiada através de um interferômetro. 
Depois de passar pela amostra o sinal medido é o interferograma. Realizando-
se uma transformada de Fourier no sinal resulta-se em um espectro idêntico ao 




 Esta técnica espectrométrica permite a análise de espécies orgânicas ou 
inorgânicas que absorvem radiação infravermelha e podem ser determinadas 
qualitativamente ou quantitativamente. A radiação infravermelha corresponde à 
parte do espectro eletromagnético entre as regiões do visível e das 
microondas. Quando falamos de espectroscopia devemos entender como é a 
interação do feixe de luz que interage com uma amostra. Na natureza existem 
diversos tipos de feixes de luz e suas respectivas excitações, pois eles 
dependem diretamente do valor do comprimento de onda (Figura B). 
   
Figura B. Espectro eletromagnético e a excitação molecular (BRUICE, 2006). 
 
 Dessa forma, a absorção de radiação infravermelha ocorre quando a 
frequência de vibração da molécula for igual à frequência de radiação incidente 
(STUART, 2000). Para obter o espectro de infravermelho de uma amostra, faz-
se passar através da amostra um feixe de luz infravermelha, e mede-se a 
quantidade de energia absorvida pela amostra a cada comprimento de onda. A 
partir desse conhecimento obtém-se o espectro de absorção ou de 
transmissão, que demonstra os comprimentos de onda do infravermelho a que 
a amostra absorve radiação. Pode-se então elucidar que tipos de ligações 






Espectroscopia de absorção atômica 
 
A absorção atômica é uma técnica de espectrometria analítica para 
determinações quantitativas de elementos baseada na absorção da radiação 
por átomos livres no estado vgasoso (WELZ & SPELING, 1999). Esta técnica 
está relacionada com a lei de Lambert-Beer, cuja intensidade de radiação 
absorvida pelos átomos de um elemento específico está diretamente ligada à 
concentração desse elemento na amostra. As amostras são vaporizadas no 
intervalo de 2000 a 6000 K, decompondo-se em átomos e uma fonte emite 
radiação eletromagnética no comprimento de onda característico do elemento 
de interesse.  
Assim, a amostra é atomizada e ocorre a absorção parcial da radiação 
incidente pela nuvem atômica gerada. A medida dessa absorção é obtida pela 
razão entre a quantidade de radiação emitida pela fonte e a quantidade de 
radiação que passa através da zona de observação e atinge o detector, que 
está relacionada com a concentração do elemento na amostra (WELZ & 
SPERLING, 1999).  
 A espectroscopia de absorção atômica apresenta alguns princípios 
básicos dos quais podemos destacar: 
i. Distinguir sinal de absorção atômica de sinal de absorção de fundo 
(absorção molecular e espalhamento de radiação) 
ii.  Produzir nuvem de átomos no estado fundamental. 
iii.  Incidir na nuvem de átomos de radiação com comprimento de onda 
adequado.   
 
Esse método de análise é frequentemente aplicado à determinação 
quantitativa de metais e semi-metais em amostras alimentícias, ambientais, 
geológicas, biológicas entre outras, de maneira rápida, simples e precisa 





Espalhamento Dinâmico de Luz  
 
  A técnica de DLS, cujas siglas em inglês significa Dynamic Light 
Scattering, faz referência à correlação espectroscópica de fótons, permitindo 
medir o diâmetro hidrodinâmico das partículas num meio, assim como medir o 
Índice de Polidispersão (PDI) da amostra e também sua estabilidade através do 
Potencial Zeta (PZ). Quando temos um colóide ionizado que interage com sua 
atmosfera carregada positivamente, produz um potencial elétrico relativo à 
solução, e isso tem um valor máximo na superfície e diminui gradualmente com 
distanciar próximo de zero fora da camada difusa. A diminuição do potencial e 
a distância desde o colóide é um indicador da força repulsiva entre os coloides 
em função da distância nas quais essas forças estejam atuando, em outras 
palavras o Potencial Zeta (PZ) está diretamente relacionado à repulsão 
eletrostática entre cargas vizinhas, o qual é um dado importante porque pode 
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